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1 INTRODUCTION 
1.1 METABOLISME DU FER 
Le fer est un métal, qui de par ses propriétés d’oxydation et de réduction, est indispensable 
à la vie car impliqué dans de nombreuses réactions physico-chimiques sous-jacentes aux 
métabolismes physiologiques. En effet le fer est capable de passer d’une forme ferreuse 
(Fe2+) à une forme ferrique (Fe3+) par échange d’un électron. Cette capacité 
d’oxydoréduction joue un rôle fondamental dans les processus biologiques indispensables 
tels que la respiration mitochondriale1, le transport de l’oxygène ou l’activité de  différentes 
enzymes2,3. Cependant la présence de fer en excès peut se révéler nocive puisque cette 
même capacité d’oxydoréduction, peut par la réaction de Fenton ou d’Haber-Weiss favoriser 
l’apparition de radicaux libres4,5, qui vont causer des dommages cellulaires. 
1.1.1 LE FER DANS L ’ORGANISME  
Dans les conditions physiologiques, le fer présent dans l’hémoglobine au niveau des globules 
rouges constitue la majorité de ce stock. Constituant fondamental du noyau hème, il est 
indispensable au transport de l’oxygène6. En condition physiologique, le foie est l’organe de 
stockage du fer sous forme de ferritine7. Une proportion plus faible entre dans la 
composition de la myoglobine qui est une protéine constituante des cellules musculaires. La 
fraction restante du stock de fer est répartie dans les différents autres types cellulaires, 
participant à la constitution d’enzyme héminiques ou non héminiques. Dans les conditions 
pathologiques, le fer présent en excès peut être présent en particulier dans le foie8,9, le 
pancréas, le cœur, et, dans une moindre mesure, d’autres organes 10,11. 
Le fer est présent dans l’organisme sous deux formes différentes :  
 Fer héminique 
L’hème est un noyau tétrapyrrolique constitué d’un cycle hétérogène porphyrique, qui 
contient en son centre un ion fer qui va permettre la prise en charge de l’oxygène. C’est sur 
cette aptitude que repose la fonction des protéines héminiques qui sont impliquées dans le 
transport de gaz diatomique, les réactions de peroxydation et de catalyse. La protéine 
héminique la plus abondante dans l’organisme est l’hémoglobine, constituant principal des 
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hématies, qui sont impliquées dans le transport d’oxygène dans l’organisme. La myoglobine, 
présente dans les cellules musculaires, est impliquée elle aussi dans le transport d’oxygène. 
Dans une moindre mesure sur le plan quantitatif, l’hème est retrouvé associée à de très 
nombreuses enzymes et cytochromes12. 
 Fer non héminique 
Le fer est intégré dans de nombreuses enzymes qui possèdent un noyau mono ou diferrique 
et qui vont être impliquées notamment dans des réactions de peroxydation, hydroxylation, 
hydrolyse, desaturation, ferroxydation13. Ces mécanismes sont à la base de mécanismes 
comme la respiration mitochondriale, la réparation de l’ADN, la dégradation des 
xénobiotiques, la réponse à l’hypoxie, le métabolisme des lipides, la synthèse de matrice 
extracellulaire. 
1.1.2 CYCLE DU FER DANS L’ORGANISME 
Il est habituellement estimé que le stock en fer du corps humain est d’approximativement 4g 
de fer. Dans les conditions physiologiques, les pertes de fer sont faibles, et essentiellement 
dues à la desquamation des cellules digestives et cutanées. Les besoins quotidiens de 
compensation de l’organisme sont de l’ordre de 1 à 2 mg de fer quotidien, cependant en 
raison du mauvais rendement de l’absorption du fer au niveau digestif, les besoins 
nutritionnels sont de 10 à 20 mg par jour chez un adulte. Le fer alimentaire est 
principalement absorbé dans la partie proximale du duodénum, par les entérocytes qui 
captent le fer héminique et non héminique présent dans le bol alimentaire11,14. 
Un fait marquant du métabolisme du fer est l’absence de système permettant l’élimination 
du fer présent en excès. Ainsi, il doit exister une parfaite concordance entre les pertes 
naturelles de l’organisme et l’absorption quotidienne du fer dans l’alimentation. 
Dans ce système en circuit fermé, l’absorption digestive ne représente qu’une partie 
minoritaire du fer « circulant » de l’organisme (Figure 1). En effet, la principale source de fer 
disponible dans le plasma émane du recyclage des érythrocytes sénescents par les 
macrophages.  
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Le système réticuloendothélial splénique dégrade l’hémoglobine pour en libérer le fer dans 
la circulation plasmatique, où il sera pris en charge par la transferrine. Le fer circulant est 
alors capté par les différents tissus et organes pour être intégré dans leur métabolisme, en 
particulier au niveau de la moelle osseuse pour la synthèse des érythrocytes.  
Le fer n’étant pas soluble, son transport dans le plasma entre les différents acteurs du 
métabolisme du fer va nécessiter sa prise en charge par une protéine : la transferrine (cf 
infra). Cette protéine à la capacité de transporter 1 ou 2 atomes de fer des sites de libération 
de fer dans le plasma (entérocytes et macrophages) vers l’ensemble des tissus 
périphériques. Le niveau de saturation de la transferrine va varier en fonction du statut en 
fer de l’organisme. Ainsi, le niveau de saturation de la transferrine dans le plasma a fait 
partie des premiers éléments biologiques ayant permis d’évaluer le statut en fer chez 
l’homme en condition pathologique. 
De façon similaire le stockage du fer nécessite la présence d’une protéine qui va protéger la 
cellule de la toxicité du fer et être capable de le rendre disponible en cas de besoin 
biologique. Cette fonction est assurée par la ferritine (cf infra) qui va être capable de stocker 
le fer en le minéralisant / déminéralisant en fonction des besoins de l’organisme. La ferritine 
est une protéine essentiellement intracellulaire, cependant il a été montré que la fraction 
circulante plasmatique de la ferritine est proportionnelle au stock intracellulaire. Ainsi, le 
dosage de la ferritine sérique fut rapidement mise en évidence comme un élément essentiel 
à l’évaluation du stock en fer chez l’homme15. 
 




Figure 1 : Homéostasie du fer. (d’après G. Papanikolaou 2005 16). L’absorption digestive au 
niveau du duodénum compense les pertes de l’organisme. La majeure partie du stock de fer 
est contenue dans les érythrocytes. Les macrophages vont, lors du recyclage des 
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1.1.3 TRANSPORT MEMBRANAIRE DU FER 
Le fer n’étant pas un élément soluble, il ne peut traverser spontanément les membranes 
cellulaires. Un système complexe de transporteur va donc être nécessaire pour le prendre en 
charge aux différentes étapes du métabolisme du fer. Ainsi la captation du fer sera médiée 
par des transporteurs différents en fonction de sa nature héminique ou non héminique, et 
de son association ou non à une protéine porteuse. L’export cellulaire fera appel à des 
transporteurs différents. 
1.1.3.1 PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA CAPTATION DU FER PAR LA CELLULE 
1.1.3.1.1 HEME CARRIER PROTEIN 1 
Le fer héminique constitue une faible proportion du fer présent dans le bol alimentaire. 
Cependant en raison de la plus grande efficience de son absorption il représente la majeure 
partie du fer absorbé 17.  
L’existence d’un transporteur spécifique de l’hème situé au niveau du pole apical des 
entérocyte fut suggérée par plusieurs équipes, sans pouvoir être initialement identifié18,19. 
En 2005 Shayeghi et al. 20 ont identifié chez la souris le transporteur HCP1 (Heme Carrier 
Protein 1) comme candidat potentiel, avec une faible affinité, dans le duodénum de souris.  
Cependant des travaux ont ultérieurement démontré qu’il s’agissait d’un transporteur avec 
une forte affinité pour les folates (proton-coupled folate transporter, PCFT/SLC46A1)21,22.  
Plus récemment, certains résultats in vitro utilisant de l’hème marquée au Fer[55] et des 
techniques d’inhibition de HCP1 par ShRNA semblent confirmer une capacité de HCP1 dans 
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1.1.3.1.2 DMT1 
DMT1 est un transporteur transmembranaire de cations divalents à large spectre (fer, zinc, 
cadmium, manganèse, cuivre, cobalt, plomb, nickel) avec une plus forte affinité et efficacité 
pour le fer. Ce transport du fer est dépendent du pH et couplé à un transport de proton24-26. 
DMT1 transporte le fer ferreux, à travers les membranes, en particulier au niveau: i) de la 
membrane apicale des entérocytes, où le fer non héminique est dirigé vers le cytosol, à 
partir duquel il pourra secondairement être exporté vers le plasma via la ferroportine, et ii) 
de la membrane de l’endosome, vers le pool de fer labile cytoplasmique où il pourra être 
utilisé pour le métabolisme de la cellule 27. (Figure 2). Le gène DMT1 (Divalent Metal 
Transporter 1, ou SLC11A2), localisé au niveau du chromosome 12q13, est constitué de 17 
exons28, il code une protéine de la famille des protéines Nramp (Natural Resistance 
Associated Macrophage Protein), très conservée au cours de l’évolution. La structure prédite 
de la protéine codée par le gène est de 12 domaines transmembranaires avec des extrémités 
N et C terminales intracytoplasmiques 29.  
Le gène DMT1 présente comme particularité de pouvoir donner quatre transcrits différents. 
Deux promoteurs alternatifs en 5’ produisent  2 ARNm différents dans leur partie initiale en 
fonction du premier exon (exon 1A ou exon 1B), les protéines correspondantes ne diffèrent 
que de 16 acides aminés dans leur partie N terminale 30. De plus, un épissage alternatif en 3’ 
conduit à 2 isoformes contenant ou non une boucle IRE dans la région 3’ non traduite 
(isoformes IRE et Non-IRE), et dont les 25 derniers acides aminés sont différents 28. 
Le profil d’expression de DMT1 et de ses différentes isoformes est variable en fonction des 
tissus. Ainsi l’expression de DMT1 est forte dans la partie proximale du duodénum puis 
diminue le long du tube digestif. Il existe aussi une expression importante au niveau du rein 
et du tissu hématopoïétique, plus faible au niveau du cerveau et du foie  24,30. Les quatre 
isoformes de DMT1 ont une même efficacité de transport31, la différence majeure entre ces 
formes résidant dans l’adressage intracellulaire différentiel de la protéine entre les 
isoformes IRE et non-IRE. 
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Figure 2: Rôle de DMT1 dans la captation du fer (d’après McKie Nature Genetics 200532). (A) 
La captation du fer par le système Transferrine-Récepteur de la transferrine 1, fait intervenir 
STEAP 3 et DMT1 : après endocytose de la transferrine chargée en fer, l’acidification de 
l’endosome va permettre la libération du fer qui réduit sous forme Fe2+ par STEAP3, pourra 
être transporté vers le cytosol par DMT1 (B) Captation du fer non héminique au pôle apical 
des entérocytes. Asc :ascorbate; DHA : acide déhydroascorbique; e : électron. 
 
L’adressage de l’isoforme IRE, en raison de sa partie N terminale spécifique, cible la 
membrane cellulaire, notamment au pôle apical des cellules épithéliales 33,34, où elle peut 
subir une endocytose non liée à la clathrine, la localisant alors dans l’endosome précoce; elle 
est ensuite dirigée vers l’endosome tardif et le lysosome 34,35. L’isoforme Non-IRE quant à 
elle subit un processus d’endocytose lié à la clathrine la localisant dans l’endosome précoce, 
associée au récepteur de la transferrine 1 et à la transferrine 26,34,36. Le taux d’internalisation 
de l’isoforme Non-IRE est supérieur à celui de l’isoforme IRE 35, cependant, il existe un 
équilibre entre l’isoforme Non-IRE exprimée à la membrane et dans le cytosol grâce à un 
adressage vers l’endosome de tri puis l’endosome de recyclage et la membrane plasmique 
26,35. L’orientation vers l’endosome de recyclage, de l’isoforme non-IRE serait liée à un motif 
Y555XLXX dans la partie C terminale de la protéine, une mutation dans ce motif induisant un 
défaut d’adressage et une orientation vers le lysosome 34,37 (Figure 3). 
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Figure 3 : Représentation schématique de l’adressage intracellulaire des isoformes IRE et 
non-IRE de DMT1 (d’après Lam-Yuk-Tseung Biochemistry 200635). Exprimée à la membrane 
plasmique l’isoforme IRE subit une endocytose dépendante de la clathrine. Les vésicules sont 
alors adressées vers l’endosome précoce, puis l’endosome de recyclage et enfin la 
membrane plasmique. Le milieu acide de l’endosome permet la libération du fer par la 
transferrine et le gradient de proton nécessaire au transport du fer par DMT1. L’isoforme 
non-IRE exprimée à la membrane plasmique est internalisée moins rapidement par une 
endocytose indépendante de la clathrine. Les vésicules sont ensuite dirigées vers 




Page | 18  
 
Du fait de leur adressage différentiel, les deux isoformes pourraient jouer des rôles 
différents dans le métabolisme cellulaire du fer : i) l’isoforme IRE de DMT1 jouerait 
principalement un rôle de transporteur de fer, du milieu extracellulaire vers le cytosol, au 
pôle apical des cellules épithéliales, avant d’être internalisée puis dégradée 33 et ii) 
l’isoforme non-IRE, quant à elle, serait internalisée, en association avec le couple 
transferrine / récepteur de la transferrine, vers l’endosome où l’acidification favoriserait la 
libération du fer par la transferrine, ce dernier pouvant alors être transporté vers le cytosol 
par DMT1 27.  
L’impact majeur de DMT1 dans le métabolisme du fer a été mis en évidence dans des 
modèles animaux puis chez l’homme. La souris mk/mk et le rat Belgrade, présentent un 
phénotype d’anémie microcytaire sévère, classiquement liée à une carence en fer, mais 
réfractaire au traitement par le fer. Ce phénotype, transmis sur un mode autosomique 
récessif est lié la mutation p.Gly185Arg de DMT1 38,39. La survenue de l’anémie est liée : i) au 
déficit de transfert du fer, de l’endosome vers le cytoplasme puis vers la mitochondrie où il 
est associé à l’hème nécessaire à la synthèse de l’hémoglobine, et ii) en théorie, à l’impact 
de la mutation sur l’absorption digestive du fer. Cependant des expérimentations récentes 
chez la souris knock-out suggère que DMT1 n’est pas indispensable au métabolisme du fer 
hépatique40. 
DMT1 est un transporteur de cations divalents qui n’est donc capable de transporter le fer 
qu’à l’état ferreux. Deux ferriréductases vont en conséquence avoir un rôle fondamental 
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1.1.3.1.3 DCYTB 
Le fer non héminique présent dans l’estomac, est essentiellement sous forme ferrique Fe3+. 
Afin de pouvoir être absorbé, une étape de réduction et de solubilisation est indispensable. 
Le pH acide de la sécrétion gastrique favorise la réduction du fer41,42 (qui peut être d’autant 
plus favorisée en présence d’acide ascorbique (vitamine C)43). Le fer ferrique va pouvoir 
former des complexes avec des chélateurs améliorant ainsi sa solubilité. Le rôle important 
du pH acide est souligné par la conséquence néfaste sur l’absorption du fer de l’utilisation de 
traitement à base d’inhibiteurs de la pompe à proton44, et les conséquences de 
l’hypochlorhydrie gastrique en rapport avec l’infection à Helicobacter Pylori45. Une partie du 
fer ferrique va donc être délivrée au niveau duodénal sous forme de fer ferreux. 
Au niveau duodénal, une activité de réduction complémentaire a lieu sous l’effet de la 
ferriréductase DCYTB codée par le gène CYBRD1 et découverte en 200146. DCYTB est 
exprimée à la membrane apicale des entérocytes (Figure 2). L’absence de carence en fer 
observée chez les souris knock-out a suggéré un rôle accessoire dans l’absorption du fer 
et/ou la présence probable d’une autre ferrireductase47. La poursuite des travaux de 
l’équipe à l’origine de la découverte de DCYTB semble confirmer un rôle qui serait plus 
important dans des conditions d’hypoxie48. L’importance et la fonctionnalité de DCYTB 
restent contestées. 
1.1.3.1.4 STEAP 3 
STEAP3 (Six transmembrane epithelial antigen of the prostate) fut découvert en 2005 avec la 
mise en évidence de son activité ferriréductase au niveau de l’endosome49,50. Comme nous 
l’avons précédemment vu DMT1 est aussi impliqué dans le transport du fer à travers la 
membrane des vésicules d’endocytose. Ce mécanisme de captation du fer par la cellule fait 
intervenir l’endocytose de la transferrine chargée en fer en association avec le récepteur de 
la transferrine 1 (TFR1) : la transferrine se liant à TFR1 est internalisée par une endocytose 
clathrine dépendante. L’acidification du contenu de l’endosome permet la libération du fer 
par la transferrine51. Ce fer, libéré sous forme de fer ferrique Fe3+ , est alors réduit en fer 
ferreux Fe2+ par STEAP3 permettant ainsi son transport par DMT1 (Figure 2). Le fer rejoint 
alors le pool cytoplasmique où il pourra être stocké ou utilisé pour le métabolisme. Le 
complexe transferrine / TFR1 est ensuite recyclé vers la membrane cellulaire. 
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1.1.3.1.5 ZIP 14 
ZRT/IRT-like protein 14 (ZIP14) fut découvert en 2005, et initialement décrit comme étant un 
transporteur transmembranaire du zinc52. Sa capacité à transporter le fer au niveau de la 
membrane fut décrite dans un deuxième temps53 et il est maintenant admis comme étant un 
transporteur multifonctionnel ayant une plus forte affinité pour le Zinc54. Les premières 
expérimentations ont montré l’implication de ZIP14 dans la captation du fer non lié à la 
transferrine au niveau de la membrane cellulaire53,54. Par la suite la caractérisation de ZIP14 
dans une lignée cellulaire hépatique, a montré sa présence au niveau de la membrane des 
vésicules d’endocytose associée à TFR1 et son implication dans l’absorption du fer lié à la 
transferrine55 dans un mécanisme qui serait similaire à celui de DMT1 (Figure 4).  Il a été 
démontré que ZIP14 pouvait être régulé positivement par le niveau de surcharge en fer de 
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Figure 4: Rôle de ZIP14 dans la capitation cellulaire du fer. (d’après Zhao N J Biol Chem. 
201055). L’interaction de l’holotransferrine avec son récepteur TFR1 provoque l’endocytose 
du complexe. L’acidification de l’endosome permet la libération du fer de la transferrine. Il 
sera alors transporté vers le cytosol par ZIP14. Le complexe transferrine-TFR1 est ensuite 
recyclé vers la membrane plasmique, tandis que ZIP14 est orienté vers le lysosome. 
Parallèlement, ZIP14 peut être exprimé à la surface et permettre le transport du fer non lié à 
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1.1.3.2 PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA SORTIE CELLULAIRE DU FER  
1.1.3.2.1 FERROPORTINE 
 
La ferroportine, codée par le gène SLC40A1 situé sur le bras long du chromosome 2, est à ce 
jour le seul exporteur cellulaire du fer « libre » connu. Elle fut décrite presque 
simultanément par trois groupes l’ayant mis en évidence par différentes méthodes58-60. La 
ferroportine est constituée de 571 acides aminés et comporte de 9 à 12 domaines 
transmembranaires. Cette incertitude est due au fait que la topologie exacte de la protéine 
reste indéterminée. Le modèle de structure comportant 12 domaines transmembranaires 
est actuellement le plus utilisé61,62 avec une validation théorique, a posteriori, de par la 
concordance de ce modèle avec les conséquences de mutations pathologiques observées 
chez l’homme63,64. Au-delà de la structure même de la protéine, son existence à la 
membrane sous forme de dimères ou de monomères  reste à confirmer. Les travaux utilisant 
différentes approches physico-chimiques ont mis en évidence des résultats opposés65,66. 
L’observation d’une transmission autosomique dominante chez l’homme 67 est plutôt en 
faveur d’une structure multimérique dans laquelle l’allèle mutant affecterait les multimères 
mutants et hétérozygotes, tandis que les multimères sauvages garderaient leur activité. 
Cependant une haplo-insuffisance reste possible et les données qui permettraient de 
conclure avec certitude ne sont pas disponibles. 
 
Le rôle critique de la ferroportine dans le métabolisme du fer, est souligné par le caractère 
létal, au stade embryonnaire, de la délétion homozygote du gène60. La délétion du gène in 
utero abouti à des animaux viables, qui présentent une surcharge en fer importante au 
niveau des entérocytes, des hépatocytes, et des macrophages, associé à une anémie et un 
retard de croissance68. Ce phénotype illustre les principaux sites d’expression de la 
ferroportine qui correspondent aux sites d’absorption et de relargage du fer : les entérocytes 
et le système réticulo-endothélial constituant ainsi le passage unique et obligatoire pour la 
disponibilité du fer dans l’organisme. Une expression de la ferroportine est aussi retrouvée 
au niveau du placenta60, du foie69,70 (avec une expression plus importante dans les cellules 
de Kupffer que dans les hépatocytes), du rein59 et du cerveau71. 
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En lien avec le rôle unique et crucial de la ferroportine dans le métabolisme du fer, son 
expression est régulée par de nombreux processus aux niveaux transcriptionnel, post-
transcriptionnel et post-traductionnel.  
 
Au niveau transcriptionnel, l’expression de la ferroportine est régulée par l’hypoxie et 
l’anémie. En effet une des équipes ayant décrit la ferroportine travaillait sur un modèle de 
souris hypotransferrinémiques qui présente une anémie profonde et une réponse accrue à 
l’hypoxie58. Cette régulation par l’hypoxie passerait par la présence au niveau du promoteur 
de la ferroportine d’un élément de réponse à HIF (Hypoxia Inductible Factor ), avec un effet  
de HIF2α sur le niveau de transcription72,73. Une régulation transcriptionnelle en lien avec 
l’hème et le fer a été démontrée dans certaines lignées cellulaires mais les résultats sont 
contradictoires et les facteurs de transcriptions non clairement identifiés74,75. Un impact de 
l’inflammation a aussi été proposé à travers l’injection de lipopolysaccharide, entraînant une 
diminution de sa transcription76.  
Au niveau post-transcriptionnel l’expression de la ferroportine est régulée par la présence 
d’un élément  IRE en 5’ de l’ARN messager59. Le système IRE-IRP (pour revue voir Hentze et 
al. 201077) comprend l'IRE (Iron Responsive Element) qui est une séquence retrouvée sur des 
zones non traduites et les IRP (Iron Regulatory Proteins) qui sont des protéines pouvant 
interagir avec l'IRE en fonction du stock cellulaire en fer (voir infra). Dans une situation de 
stock cellulaire en fer bas, les IRPs se lient à l’IRE bloquant la traduction de la ferroportine.  
 
Au niveau post-traductionnel, l’expression de la ferroportine est régulé par deux 
mécanismes d’internalisation dépendant ou non de l’hepcidine. L’hepcidine est le seul ligand 
identifié de la ferroportine qui va induire son internalisation puis sa dégradation et 
représente le mécanisme principal de la régulation de son activité (description dans le 
chapitre hepcidine infra). Cependant une autre voie d’internalisation a été décrite, 
indépendante de l’hepcidine et impliquant la céruloplasmine. L’activité ferroxydase de la 
céruloplasmine est nécessaire à l’expression membranaire de la ferroportine78. Ainsi lors de 
l’expression de céruloplasmine mutante inactive79, la synthèse de la céruloplasmine était 
conservé mais il existait une internalisation et une dégradation rapide de la ferroportine, 
secondaire à l’absence d’activité ferroxydase (cf infra). 
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L’activité d’export cellulaire du fer de la ferroportine est clairement démontrée. Un rôle dans 
l’export du manganèse80 et du zinc81 a aussi été décrit. Cependant le mécanisme exact du 
transport du fer reste peu connu. Le caractère indispensable de l’activité ferroxydase 
extracellulaire suggère que c’est le fer ferreux Fe2+ qui est pris en charge. Cette activité 
ferroxydase est liée à la céruloplasmine au niveau des macrophages et des hépatocytes, et 
ce rôle a été associé à l’hephaestine au niveau de l’entérocyte82. 
 
1.1.3.2.2 CERULOPLASMINE ET HEPHAESTINE 
1.1.3.2.2.1 CERULOPLASMINE 
La céruloplasmine, codée par le gène CP, est une protéine plasmatique synthétisée par les 
hépatocytes qui fixe 65 à 90% du cuivre plasmatique. C’est une métalloprotéine qui possède 
une activité ferroxydase cuivre dépendante, indispensable à l’activité de la ferroportine71,78.  
En effet le fer ferreux Fe2+ transporté par la ferroportine est oxydé en Fe3+ qui peut alors être 
fixé par la transferrine pour être transporté dans le secteur plasmatique83. Il est suggéré 
qu’en l’absence d’activité ferroxydase, le fer restant bloqué dans la ferroportine, pourrait 
provoquer une modification conformationnelle qui engendrerait alors l’internalisation et la 
dégradation de la ferroportine.  
La caractérisation de cas d’acéruloplasminémie congénitale a souligné l’absence de 
conséquence sur le métabolisme du cuivre, tandis qu’existaient des anomalies profondes du 
métabolisme du fer84-86. 
L’activité de la céruloplasmine dans l’export du fer par la ferroportine est particulièrement 
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1.1.3.2.2.2 HEPHAESTINE 
En 1999 Vulpe et al. ont décrit l’héphaestine comme un homologue de la céruloplasmine 
ancré au niveau de la membrane basale des entérocytes82. Codée par le gène HEPH, 
l’hephaestine est une protéine membranaire qui joue le rôle de ferroxydase pour l’export du 
fer par la ferroportine au niveau des entérocytes.  
Une expression de l’héphaestine a toutefois aussi été rapportée sur l’ensemble du tube 
digestif, au niveau du système nerveux et du pancréas87,88. 
Une diminution de l’interaction de l’héphaestine avec la ferroportine après absorption de 
fer, a été évoquée comme mécanisme potentiel de régulation de l’absorption du fer89. 
1.1.3.2.3 RECEPTEUR DU GROUPE C  DU VIRUS DE LA LEUCEMIE FELINE: FLVCR 
 
L’hème est une molécule ubiquitaire indispensable à de nombreux métabolismes, cependant 
présente en excès elle peut avoir un effet toxique sur la cellule par l’induction de stress 
oxydatif ou de peroxydation lipidique. Il existe donc différents mécanisme de régulation 
permettant la stabilité de la concentration intracellulaire d’hème.  
Il a en particulier été mis en évidence un mécanisme d’export des molécules d’hème à 
travers les membranes par le récepteur du groupe C du virus de la leucémie féline (FLVCR)90. 
Codée par le gène SLC49A1 situé sur le bras long du chromosome 191, cette protéine 
comporte 12 domaines transmembranaires. 
Elle est exprimée de façon ubiquitaire avec une forte expression au niveau intestinal, 
cérébral, hépatique et de la moelle osseuse. Les modèles de souris invalidées ont une 
expression principalement hématologique avec une altération fatale  de l’érythropoïèse92. La 
constatation, chez les souris dont le gène SLC49a1 a été invalidé, d’une surcharge en fer 
massive, tandis que les souris n’étant invalidées que pour la lignée érythroblastique, ne 
développent qu’une anémie sans surcharge en fer, suggère un rôle de FLVCR dans le 
métabolisme du fer en dehors de l’érythropoïèse.  Cependant ce rôle hypothétique au 
niveau hépatique n’était pas retrouvé93. 
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1.1.4 HEPCIDINE ET REGULATION SYSTEMIQUE DU METABOLISME DU FER 
Comme nous l’avons vu précédemment la ferroportine est l‘exporteur cellulaire du fer 
connu sous forme de fer « libre ». Situé à la membrane des entérocytes et des macrophages 
qui sont les deux sources de fer pour le plasma, la ferroportine contrôle ainsi l’efflux de fer 
dans le secteur plasmatique. L’activité de la ferroportine à la membrane est régulée par 
l’hepcidine qui en provoquant sa dégradation contrôle l’export du fer dans l’organisme. En 
l’absence de mécanisme d’élimination du fer en excès, l’ensemble de l’équilibre du 
métabolisme du fer repose sur la régulation de l’absorption. Ainsi le couple ferroportine-
hepcidine forme la clé de voûte de la régulation du métabolisme systémique du fer. 
1.1.4.1 NATURE ET STRUCTURE DE L’HEPCIDINE 
Découverte initialement dans une démarche dévolue à la découverte de nouveaux peptides 
anti-microbiens94,95, l’hepcidine fut rattachée au métabolisme du fer par la mise en évidence 
de sa régulation par la présence ou non d’une surcharge en fer dans un modèle de souris96, 
puis devant l’apparition d’une surcharge en fer massive dans un modèle de souris 
n’exprimant pas l’hepcidine97. 
L’hepcidine est codée par le gène HAMP situé sur le bras long du chromosome 19, et est 
constitué de 3 exons sur 391 paires de bases94. La recherche de ses sites d’expression a 
montré une très forte prédominance de l’expression hépatique, avec une expression plus 
faible (d’un facteur 16) au niveau du cœur 94. 
L’hepcidine est dans un premier temps traduite sous la forme d’un précurseur de 84 acides 
aminés : la prohepcidine. Sa partie N-terminale contient un peptide signal de 24 acides 
aminés qui va l’adresser vers le réticulum endoplasmique et sera alors clivé. La partie C-
terminale représente le peptide biologiquement actif de 25 acides aminés. Entre ces deux 
extrémités, il existe un propeptide de 35 acides aminés contenant un site consensus de 
clivage par une furine. La furine fait partie de la famille des prohormones convertase, et, au 
niveau de l’hépatocyte, va permettre la maturation de l’hepcidine en clivant le propeptide 
libérant ainsi le peptide actif de 25 acides aminés98. 
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Cette étape de maturation par la furine est indispensable à l’obtention d’un peptide actif. En 
effet il a été clairement démontré que la prohepcidine n’avait pas d’activité biologique sur la 
ferroportine99. Des isoformes de plus petite taille de l’hepcidine ont été retrouvées dans les 
urines ou le sérum : l’hepcidine 20 et l’hepcidine 22. Ces isoformes sont tronquées dans 
leurs partie N-terminale, leurs rôle biologiques restent mal déterminés. Elles pourraient être 
impliquées dans d’autres fonctions. Ainsi,  l’hepcidine 20 pourrait exercer une activité anti 
fongique et/ou anti bactérienne100,101.  
La forme biologiquement active de l’hepcidine est donc un peptide de 25 acides aminés qui 
présente la particularité d’être riche en cystéine. Les 8 cystéines vont former 4 ponts 
disulfures95 donnant à l’hepcidine une structure particulière en épingle à cheveux (β hairpin). 
La séquence de l’hepcidine et en particulier les cystéines participant à la formation des ponts 
disulfures sont fortement conservées à travers les espèces102. La structure initialement 
décrite retrouvait deux feuillets β antiparallèles reposant sur 4 ponts disulfures : Cys7-Cys23, 
Cys10-Cys22, Cys11-Cys19, et Cys13-Cys14, le pont 13-14 étant une forme rare, les cystéines 
étant très voisines103,104. Cependant une nouvelle structure fut ultérieurement proposée 
avec une modification des ponts disulfures : Cys7-Cys23, Cys11-Cys19, Cys10-Cys13, et 
Cys14-Cys22 (Figure 5). Cette structure présente la particularité de permettre une 
conversion dépendante de la température entre deux conformations105. Le rôle 
physiologique de ces modifications conformationnelles reste inconnu. 
 
Figure 5: Représentation de la structure 3D de l’hepcidine. (d’après Clark Chem Biol 
2011106). L’hepcidine présente une conformation en épingle à cheveux. Les deux feuillets β 
anti parallèles sont reliés par 4 ponts disulfures (jaune). 
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1.1.4.2 FONCTIONS DE L’HEPCIDINE  
1.1.4.2.1 REGULATION DE LA FERROPORTINE 
Les premiers travaux rapprochant l’hepcidine du métabolisme du fer ont montré son 
importance sans pouvoir établir son mécanisme d’action96,97. C’est en 2004 qu’est mise en 
évidence l’interaction de l’hepcidine avec la ferroportine à la membrane cellulaire, 
provoquant ainsi sa dégradation par endocytose107. 
Les 5 premiers acides aminés de la partie N-terminale de l’hepcidine sont indispensables à 
cette interaction108. Cette partie N-terminale est relativement lâche par rapport à la 
structure rigide de l’hepcidine105,106. Des travaux on étudié les résidus critiques par 
mutagénèse et synthèse de peptides de petites tailles à visée thérapeutique (mini hepcidine) 
et ont mis en évidence que les 9 premiers acides aminés pouvaient suffire pour obtenir une 
activité biologique sur la ferroportine109.  
Du côté de la ferroportine un site de fixation de l’hepcidine (Hepcidin Binding Domain) 
conservé à travers l’évolution110 a été suggéré mais n’est pas totalement spécifique109. 
D’autres mécanismes d’interactions encore indéterminés sont donc nécessaires. Des travaux 
de mutagénèse ont souligné le rôle critique du résidu Cystéine en position 326 de la 
ferroportine111. 
Les premiers travaux, maintenant contestés, étudiant les conséquences de l’interaction 
hepcidine-ferroportine faisaient état de l’induction d’une phosphorylation des tyrosines 302 
et 303, par l’intermédiaire du recrutement de JAK2112. Ces résultats semblaient corroborés 
par le fait que des mutations présentes sur ces résidus entraînaient la perte de la sensibilité 
de la ferroportine à l’hepcidine113,114. Cependant des résultats obtenues par une autre 
équipe, ne retrouvent pas d’impact des mutations des tyrosines 302 et 303, et ne mettent 
pas en évidence d’implication de la voie JAK2 dans l’internalisation de la ferroportine115. 
Le mécanisme d’internalisation de la ferroportine suite à l’interaction avec l’hepcidine  
repose sur une ubiquitination de la troisième boucle intracytoplasmique de la ferroportine116  
faisant possiblement intervenir l’ubiquitine E-3 ligase Nedd4-2117. Après l’endocytose la 
ferroportine est orientée vers l’endosome tardif puis le lysosome pour y être dégradé107. 
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1.1.4.2.2 AUTRES FONCTIONS DE L’HEPCIDINE 
Découverte initialement comme peptide anti-microbien, et bien que son importance dans le 
métabolisme du fer ait relégué cet aspect au second plan, l’hepcidine possède effectivement 
une activité anti bactérienne94,101 et antifongique100. Ces propriétés sont explorées en raison 
du développement des résistances bactériennes aux antibiotiques qui imposent de trouver 
de nouvelles options thérapeutiques. Ainsi, les peptides antimicrobiens en s’attaquant aux 
structures essentielles des pathogènes, plutôt qu’à des activités enzymatiques spécifiques, 
représente une voie encourageante118. Les formes 20 et 25 de l’hepcidine ont ainsi montré 
une capacité bactéricide à pH acide sur différentes souches bactériennes101,119. Ces mêmes 
isoformes ont démontré une activité antifongique sur des souches de Candida glabrata 
résistant au fluconazole100,120. De façon similaire un rôle possiblement antiviral direct a été 
suggéré dans l’infection par le virus de l’hépatite C121 ou lors de son traitement par 
interféron α2a122. 
Au-delà des propriétés anti bactériennes directes et de l’implication majeure du 
métabolisme du fer dans la réponse à l’infection123, l’hepcidine semble faire partie 
intégrante de la réponse immunitaire innée124. Dans un travail récent étudiant le 
développement de l’immunotolérance dans le cadre de la transplantation hépatique, 
l’expression de l’hepcidine était significativement associée à l’immunotolérance125. 
Dans un registre différent, des travaux récents ont mis en évidence une expression 
significative de l’hepcidine dans la muqueuse gastrique, avec un impact direct sur la 
sécrétion d’acide par les cellules pariétales, qui ne semble cependant pas avoir de liens avec 
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1.1.4.3 REGULATION DE L’EXPRESSION DE L’HEPCIDINE 
L’hepcidine, du fait de son action sur la ferroportine, qui permet la captation digestive du fer 
et le recyclage du fer des érythrocytes, joue donc un rôle crucial dans le métabolisme du fer. 
Sa régulation fait donc intervenir de nombreuses voies impliquées dans différents processus 
physiologiques ou pathologiques nécessitant une adaptation du besoin en fer de 
l’organisme. 
1.1.4.3.1 REGULATION DE L’HEPCIDINE PAR LE FER 
C’est par la modulation de son expression par le stock en fer de l’organisme96 et l’apparition 
d’une surcharge massive en fer lors de sa délétion97 que le rôle de l’hepcidine dans le 
métabolisme du fer fut découvert. Les voies impliquées dans cette signalisation ont 
progressivement été explicitées. 
1.1.4.3.1.1 LA VOIE BMP/SMAD 
Initialement découvertes dans le cadre de la régulation de l’ostéogénèse les Bone 
Morphogenic Protein (BMP), sont des glycoprotéines appartenant à la famille des TGF-β. 
Ultérieurement, il est apparu que de nombreuses BMP sont impliquées dans de très 
nombreux processus biologiques tels que le développement, l’homéostasie de l’organisme, 
ou certains processus néoplasique127. La cascade de signalisation est initiée par la fixation 
d’un BMP sur son récepteur situé à la surface membranaire, activant alors une kinase qui va 
phosphoryler les protéines cytoplasmique SMAD1, SMAD5 et SMAD8 (Son of Mother Against 
Decapentaplegic). Ces protéines forment alors un complexe de transcription avec SMAD4 qui 
va être transloqué dans le noyau pour induire la transcription de gènes cible128.  Il existe 
deux classes de récepteurs, qui sont des sérine-thréonine kinases, comprenant chacune trois 
récepteurs : 1A BMP receptor (ou BMPR-1A), 1B BMP receptor (BMPR-1B) et 1A-activin 
receptor (ActR-1A) pour la première classe, et  type 2 BMP receptor (BMPR 2) et type 2B 
activin receptors (ActR 2A et ActR 2B). La fixation du ligand sur le récepteur de la classe 2 
entraîne la phosphorylation du récepteur de classe 1 qui active alors la voie BMP/SMAD128. 
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Des modèles expérimentaux de souris avec une délétion des récepteurs BMPR-1A ou ActR-
1A129, ou la délétion de SMAD4 spécifique dans le foie130, conduisent à une surcharge en fer. 
De plus chez ces souris, les niveaux d’hepcidine répondent peu à l’injection d’IL-6 ou de fer. 
Il existe une vingtaine de BMP exprimées, et les études in vitro montrent que BMP2, 4, 5, 6, 
7 et 9 sont capables d’induire l’expression d’hepcidine131-133. 
Cependant c’est BMP6 qui a été identifiée comme le régulateur majeur de l’expression de 
l’hepcidine (Figure 6). En effet, en modulant le stock en fer de l’organisme par des régimes 
alimentaires de différentes richesses en fer, et en observant au niveau transcriptomique les 
variations induites, il été mis en évidence une modulation parallèle de BMP6 et de 
l’hepcidine dans le foie134. Cette modulation de l’expression de BMP6 par la charge en fer 
était confirmée dans le cadre d’une modulation à long terme de l’expression de 
l’hepcidine135. Les hépatocytes sont à l’origine de la synthèse de BMP6 mais un rôle dans les 
cellules non parenchymateuse n’est pas écarté. Certains travaux suggèrent que cette 
expression de BMP6 en lien avec la charge en fer puisse avoir lieu au niveau des cellules 
hépatiques non parenchymateuses (cellules de Kupffer, cellules étoilées, cellules 
endothéliales sinusoïdales)136. La possibilité d’une expression entérocytaire de BMP6 ayant 
un rôle important dans le contrôle de l’expression de l’hepcidine  a été évoquée 137 mais non 
confirmée138.  
Le rôle majeur de BMP6 dans le métabolisme du fer a été souligné par la surcharge massive 
développée par les souris présentant une délétion du gène BMP6132, avec un taux  
d’expression de l’hepcidine qui est presque indétectable.  
Les expérimentations de manipulations du niveau de BMP6, par l’injection de BMP6 ou par 











Figure 6 Rôle de la voie BMP/SMAD et de la voie STAT3 dans la régulation de l’hepcidine. 
(d’après Pietrangelo Journal of Hepatology 2011139). La fixation de BMP6 sur son complexe 
récepteur entraîne la phosphorylation des SMADs 1/5/8 qui vont interagir avec SMAD4 au 
niveau du cytoplasme. Le complexe ainsi formé va être transloqué au niveau du noyau où il 
va activer la transcription de l’hepcidine. L’hémojuveline (HJV) et la néogènine forment un 
complexe qui est nécessaire à l’activation du récepteur BMR. TMPRSS6 inhibe la 
transcription de l’hepcidine en clivant l’hemojuvéline, inhibant ainsi la stimulation de la voie 
BMP/SMAD. Ce clivage libère une forme soluble d’hémojuvéline (sHJV) qui pourrait inhiber 
la voie BMP/SMAD par compétition avec BMP6. La voie de l’inflammation régule la 
transcription de l’hepcidine à travers l’interleukine 6 (IL6). L’interaction de l’IL-6 avec son 
récepteur entraîne la phosphorylation de STAT3, qui est alors transloquée dans le noyau 
pour activer la transcription.  
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1.1.4.3.1.2 HEMOJUVELINE / NEOGENINE 
L’hémojuvéline hépatique est un cofacteur indispensable à la signalisation des BMP dans la 
régulation de l’hepcidine.  
L’hémojuvéline est codée par le gène HJV (aussi appelé HFE2) situé sur le bras long du 
chromosome 1. C’est une protéine membranaire de 426 acides aminés ancrée par un 
glycosylphosphatidyl inositol (GPI), qui est fortement exprimé au niveau du muscle strié, du 
foie, et du cœur. L’hémojuvéline et le gène HJV furent découverts lors de la recherche de 
l’anomalie génétique causant l’hémochromatose juvénile non lié à l’hepcidine140,141. 
Au niveau hépatique, HJV est exprimé exclusivement par les hépatocytes136,142, pour 
intervenir comme corécepteur de BMP6 lors de l’activation de la voie BMP/SMAD143 (Figure 
6). Cette interaction pourrait faire intervenir sélectivement les récepteurs ActR 2A, ALK-3 et 
ALK-6144.  
Dans un modèle de souris présentant une délétion du gène HJV, le phénotype 
d’hémochromatose a été reproduit de façon similaire à l’homme145,146. Ces souris présentent 
un niveau d’expression de l’hepcidine qui est effondré, et ce bien que le niveau d’expression 
de BMP6 soit élevé147. Le haut niveau d’expression de BMP6 est lié à la forte surcharge en 
fer  présentée par ces souris, et à l’absence de réponse à cette forte expression de BMP6 et 
souligne bien le rôle important d’HJV dans la voie de signalisation BMP/SMAD. 
HJV interagit aussi avec la néogènine148 qui est une protéine membranaire ubiquitaire149. Un 
modèle de souris déficient en néogènine présente une surcharge en fer sévère en lien avec 
l’absence d’expression de l’hepcidine, avec un phénotype superposable aux souris 
déficientes en HJV (expression basse de l’hepcidine et de la voie de signalisation 
BMP/SMAD)142, suggérant une interaction nécessaire entre HJV et la néogènine. La 
néogènine formerait avec HJV et la matriptase-2 (codée par TMPRSS6: cf infra) un complexe 
membranaire permettant le clivage d’HJV par la matriptase-2150 (Figure 7). 
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Une forme soluble d’HJV, peut être relarguée dans le sérum après clivage d’HJV 
membranaire par une furine ou par la matriptase-2 résultant en deux formes différentes 
d’HJV soluble151,152. Par ailleurs il a été suggéré que ces formes d’HJV solubles différentes 
avaient un rôle différent dans la signalisation, l’HJV soluble après clivage par la matriptase-2 
ne pouvant interagir avec les récepteurs BMP153. 
Cette forme soluble peut être détectée dans le sérum et son taux est augmenté dans les 
situations de carence en fer154,155. L’HJV soluble peut se fixer à BMP6 et à d’autres BMPs156. Il 
a ainsi été initialement proposé que l’HJV soluble agirait, dans le métabolisme du fer, 
comme un inhibiteur de l’expression de l’hepcidine par compétition avec BMP6 sur l’HVJ 
membranaire143. Cependant des travaux récents dans des modèles de souris ayant une 
délétion d’HJV spécifique du foie ou du muscle strié, sont peu en faveur de cette hypothèse. 
En effet il été démontré que le maintien de la régulation du métabolisme du fer ne 
nécessitait que l’expression hépatique d’HJV, alors qu’elle ne représente qu’une fraction 
minime de l’expression d’HJV (qui se fait principalement au niveau du muscle squelettique) 
















Figure 7 : Interactions entre HJV, TMPRSS6 et la Néogènine dans l’hépatocyte (d’après Enns 
J Biol Chem 2012150). Deux hypothèses sont évoquées pour le clivage de l’hémojuvéline (HJV) 
par TMPRSS6 (ou matriptase 2 : MT2) : (A) clivage membranaire d’HJV : adressage d’HJV, 
MT2 et néogènine à la membrane qui vont alors former un complexe. Le complexe est 
ensuite endocyté et rétro-transporté au niveau du Golgi où HJV subirait des modifications 
post-traductionnelles. Le complexe est ensuite réadressé à la membrane permettant un 
clivage d’HJV par MT2. (B) Dans ce modèle, l’adressage initial est similaire mais le clivage 
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1.1.4.3.1.3 LA MATRIPTASE-2 / TMPRSS6 
La matriptase-2 est codée par le gène TMPRSS6 situé sur le bras long du chromosome 22. 
Constituée de 802 acides aminés et d’un poids moléculaire de 88,9kDa, c’est une sérine 
protéase qui est exprimée à la membrane plasmique principalement au niveau du foie159. 
L’implication de la matriptase-2 dans le métabolisme du fer, provient de l’observation d’une 
expression forte et incontrôlée d’hepcidine en présence de mutation du gène TMPRSS6 chez 
l’homme160 ou lors de sa délétion chez la souris161,162. Il est ainsi apparu que la matriptase-2 
était un régulateur négatif de l’expression de l’hepcidine. 
Le phénotype caractéristique engendré par ces mutations est une anémie liée à une 
déficience en fer et réfractaire au traitement par fer (IRIDA : Iron Refractory Iron Deficient 
Anemia). En effet la sécrétion massive et incontrôlée d’hepcidine engendre une inhibition de 
l’absorption digestive du fer et du recyclage du fer des érythrocytes par les macrophages. 
D’autre part, dans l’hémochromatose HFE C282Y, un polymorphisme de TMPRSS6 a été 
retrouvé comme un modificateur potentiel de la sévérité de l’expression de la maladie chez 
l’homme163. 
La matriptase-2 régule l’expression d’hepcidine par son action sur HJV et la voie de 
signalisation BMP/SMAD. En effet des modèles de délétion des gènes TMPRSS6 et HJV ont 
montré l’absence de modification du phénotype par ces délétions suggérant ainsi une voie 
commune164,165. Plus récemment un modèle de souris portant une délétion du gène BMP6 et 
de souris ayant une délétion du gène TMPRSS6 ont été croisés. La délétion supplémentaire 
de BMP6 a permis de corriger les anomalies hématologiques, et de diminuer le niveau 
d’expression d’hepcidine, confirmant le rôle de la voie BMP6 dans le mode d’action de la 
matriptase-2 sur la régulation de l’hepcidine166. 
La matriptase-2 interagit avec HJV qui est son seul substrat connu, ainsi qu’avec la 
néogènine formant alors un complexe qui va permettre le clivage de l’HJV membranaire au 
niveau du résidu arginine en position 288 (cf. supra)150. L’HJV clivée ne peut donc plus jouer 
son rôle de corécepteur au BMP et la matripase-2 inhibe ainsi l’expression de l’hepcidine167.  
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Les mécanismes de la régulation de la matriptase-2 par la charge en fer ne sont pas encore 
clairement établis. Cependant des travaux in vivo ont montré chez la souris que l’expression 
de TMPRSS6 est stimulée par l’injection de fer ou par un traitement par BMP6, cette réponse 
au fer étant bloquée par l’utilisation d’un anticorps anti BMP6. Cette régulation se faisait de 
manière parallèle à la stimulation de l’expression de l’hepcidine faisant suggérer un 
mécanisme d’auto régulation168.  
D’autres éléments intervenant dans la régulation de la matriptase-2 ont été recherchés. Une 
régulation par l’hypoxie, qui intervient par le biais des facteurs de régulations HIF-1 et 2 a 
aussi été mise en évidence169,170. Plus récemment un facteur de croissance hépatocytaire 
(HAI : hepatocyte growth factor activator inhibitor types 2, HAI-2) a montré, dans une lignée 
cellulaire, un effet inhibiteur  direct sur la matriptase-2171. 
1.1.4.3.1.4 LE COUPLE HFE - TFR2 : SYSTEME DETECTEUR DU STATUT EN FER ? 
1.1.4.3.1.4.1 HFE 
La protéine HFE codée par le gène éponyme situé sur le bras long du chromosome 6 
correspond à une protéine de 343 acides aminés et est une molécule du complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe 1 non classique. Il a fallu une vingtaine d’année pour que le 
gène HFE soit identifié comme responsable de la forme la plus fréquente de surcharge en fer 
d’origine génétique : l’hémochromatose de type 1.  
Plusieurs équipes ont en effet cherché à mettre en évidence le gène impliqué dans cette 
pathologie, les travaux successifs ayant permis d’identifier la zone d’intérêt sur le 
chromosome 6172 et de réduire la zone de recherche173-175, jusqu’à la mise en évidence du 
gène HFE lui-même176, qui permit d’expliquer la majorité des cas d’hémochromatose177.  
HFE est exprimé à la membrane plasmique des entérocytes des cryptes duodénales, des 
macrophages178, et des hépatocytes179. HFE est associé à la β2-microglobuline au cours du 
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Bien que le mécanisme précis d’action de la protéine HFE reste à ce jour inconnu, son 
implication dans le métabolisme du fer sur la régulation de la sécrétion d’hepcidine est 
fortement suggéré par les constatations chez l’homme d’un taux bas d’hepcidine chez les 
patients ayant une hémochromatose, que ce soit spontanément181 ou en réponse à un 
traitement par fer182,  ainsi que chez la souris invalidée pour le gène HFE183. Inversement une 
« normalisation » partielle  du phénotype d’hémochromatose dans les modèles murins 
hyper exprimant l’hepcidine de manière constitutionnelle renforce cette relation causale184. 
Une des questions physiopathologiques importantes concernant l’hémochromatose de type 
1 est la localisation du défaut de régulation : la théorie d’une hyper absorption digestive et 
donc d’une cause intestinale à l’hémochromatose a longtemps dominé185. La découverte de 
la synthèse hépatique d’hepcidine96, le phénotype de souris invalidées spécifiquement aux 
niveaux hépatique ou intestinal pour le gène HFE186,187, ont progressivement réorienté le 
défaut initial vers une cause hépatique. Récemment, en utilisant un modèle de 
transplantation hépatique chez des souris invalidées pour le gène HFE, le rôle prédominant 
de l’hépatocyte a été renforcé devant la normalisation de l’expression de l’hepcidine chez 
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1.1.4.3.1.4.2 TFR2 
Le récepteur 2 de la transferrine (TFR2) est codé par le gène TFR2 situé sur le bras long du 
chromosome 7, et présente une forte homologie avec le récepteur 1 de la transferrine189. 
Presque exclusivement exprimé par les hépatocytes, c’est une glycoprotéine membranaire 
de 801 acides aminés qui possède un domaine transmembranaire, et une queue 
cytoplasmique. 
Chez l’homme, par le biais d’un épissage alternatif, deux isoformes α et β de TFR2 sont 
possibles, le rôle de l’isoforme β (absence des exons 1 à 3 et ajout de 142 paires de bases en 
5’) qui ne possède pas de domaine transmembranaire reste largement inconnu. Des 
expérimentations de souris invalidées de manière sélective pour ces isoformes dans 
différents tissus, ont suggéré un rôle dans le métabolisme du fer au niveau splénique par 
une inhibition de la ferroportine190. Ces résultats n’ont pas été étayés depuis et il semble 
important de souligner que ces isoformes ne sont pas exprimées à l’état physiologique chez 
la souris dont le gène TFR2 diffère. 
Comme nous l’avons vu précédemment (cf. supra : STEAP3) le récepteur 1 de la transferrine 
est impliqué dans la captation cellulaire du fer lié à la transferrine par endocytose. En raison 
de la forte similarité avec TFR1 le rôle de TFR2 dans la captation du fer a donc été recherché. 
Cependant si une capacité de captation du fer par endocytose a bien été démontrée189,191, il 
est rapidement apparu que l’affinité pour la transferrine de TFR2 était très largement 
inférieure (facteur 25 à 50) à celle de TFR1192,193 et que TFR2 n’était pas capable de 
compenser le défaut de captation lors de l’inactivation de TFR1194. Les travaux ultérieurs ont 
bien démontré qu’il existait effectivement une capacité de TFR2 à participer à la captation 
du fer in vitro mais que cette activité n’était pas significative in vivo195,196. 
L’implication de TFR2 dans la régulation du métabolisme du fer a été confirmée par la 
démonstration de son implication chez l’homme dans une forme sévère 
d’hémochromatose197, puis dans des modèles de souris invalidées ou mutées pour le gène 
TFR2. 
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Les premiers modèles de souris présentaient une mutation induisant un codon stop en 
position 245 (correspondant à la mutation en position 250 initialement observée chez 
l’homme). Ces modèles ont montré la constitution d’une surcharge en fer hépatique 
massive, associé à une diminution de l’expression du niveau d’hepcidine198,199. Il n’existait 
pas de conséquence sur l’érythropoïèse, la réponse au stimulus inflammatoire (LPS, IL-6) 
était maintenue, mais la réponse à l’injection de fer était abolie199.   
L’utilisation de modèles de souris invalidées pour le gène TFR2 de manière systémique ou 
spécifiquement au niveau du foie, a retrouvé le même phénotype et a permis de démontrer 
que c’est bien l’expression hépatique de TFR2 qui était causale200,201. 
La régulation de l’expression de TFR2 sous l’effet du fer, s’effectue principalement au niveau 
protéique. En effet la fixation de l’holotransferrine sur TFR2 entraîne une augmentation de 
sa demi-vie202,203. Le mécanisme proposé est une modification du cycle d’adressage 
intracellulaire de la protéine. Lors de la fixation de l’holotransferrine sur TFR2, ce dernier 
après endocytose est dirigé vers l’endosome de recyclage avec TFR1 au lieu d’être dirigé vers 
le lysosome, permettant ainsi son ré-adressage à la membrane plasmique204,205. Ce 
mécanisme de régulation serait dépendant du domaine intra cytoplasmique de TFR2206. 
Cette régulation dose dépendante de TFR2 par la présence d’holotransferrine, a fait évoquer 
son rôle de détecteur de la charge en fer au niveau de l’organisme et régulant en 
conséquence l’expression de l’hepcidine. 
La voie de signalisation utilisée par TFR2 pour moduler l’expression de l’hepcidine reste mal 
connue. Cette signalisation impliquerait la voie des MAP kinase/Erk1/2 (Mitogen-activated 
protein kinases / Extracellular signal-regulated kinases), qui serait stimulée par 
l’holotransferrine et nécessiterait la localisation de TFR2 au niveau de radeaux lipidiques 
membranaires207. Cette implication de la voie MAPK / ERK a été aussi retrouvée au niveau 
d’un modèle de culture d’hépatocyte primaire, avec la mise en évidence d’une implication 
de la voie BMP/SMAD devant une activation de la phosphorylation des protéines SMAD 
1/5/8 puis d’une activation de l’hepcidine208. Cette interaction BMP/SMAD – MAP kinase / 
ERK 1/2 dans le cadre de la signalisation de la charge en fer par TFR2 a été confortée par 
l’observation de modèles de souris invalidées pour les gènes HFE et TRF2, dans lesquels il 
existait une diminution significative de la phosphorylation de ERK 1/2 et de SMAD 1/5/8. 
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Cependant ce phénomène n’a pas été observé dans les modèles de souris invalidés pour un 
seul gène209. 
Des travaux récents ont proposé un rôle des furines dans la signalisation par TFR2, en 
montrant dans une lignée cellulaire que les modifications d’expressions de TFR2 et d’HFE, 
entrainaient une variation similaire de l’expression des furines et de la phosphorylation de 
ERK 1/2. L’étude de l’expression de l’hepcidine avec l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des 
furines, suggère un impact direct des furines sur la modulation de l’hepcidine au niveau de la 
maturation protéique210. Cependant en raison du rôle des furines à de multiples étapes du 
métabolisme du fer : dans le clivage d’HJV, dans la maturation protéique des BMP, et de 
l’hepcidine, son rôle exact reste à déterminer. 
1.1.4.3.1.4.3 LE COUPLE HFE-TFR2 
L’interaction d’HFE avec TFR1 à la membrane a été démontrée dans un rôle de régulation de 
la captation du fer dans la cellule211. Cette interaction se ferait en compétition avec 
l’holotransferrine qui en raison de sa forte affinité pour TFR1 libèrerait alors HFE du 
complexe HFE-TFR1192. Du fait de la forte homologie entre TFR1 et TFR2, le rôle de 
l’interaction TFR2-HFE a été exploré. L’importance de cette relation est confortée par le fait 
que les modèles de souris invalidées pour HFE, ou TFR2, présentent un phénotype moins 
sévère que les souris doublement invalidées209. Une interaction physique directe en HFE et 
TFR2 a été suggérée, avec la formation d’une complexe en équilibre entre HFE-TFR1 et HFE-
TFR2 qui serait régulé par l’holotransferrine212 (Figure 8). TFR2 et TFR1 seraient en 
compétition dans leur interaction avec HFE, en présence d’holotransferrine. La stabilisation 
de TFR2 et la diminution de TFR1 favoriserait l’interaction TFR2-TFR1212. Ce mécanisme étant 
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Figure 8 : Proposition de modèle de l’interaction HFE-TFR2 dans la détection du niveau de 
charge en fer. (d’après Goswami Journal of Biological Chemistry 2006212). HFE et TFR1 
forment un complexe à la membrane plasmique. L’holotransferrine est en compétition avec 
HFE pour la liaison à TFR1. En présence d’holotransferrine, il existe une dissociation d’HFE de 
TFR1. HFE se lie alors au TFR2, entraînant une transduction de signal conduisant à la 
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Bien que ce modèle soit très séduisant, le mécanisme et les conséquences de l’interaction 
HFE-TFR2 restent controversés.  
 
Dans une lignée cellulaire hépatique, il a été proposé que HFE et TFR2 formaient un 
complexe de régulation utilisant la même voie, dont HFE serait le facteur limitant213. Ces 
résultats ont été contredits par des travaux d’une autre équipe, montrant dans une culture 
primaire d’hépatocytes de souris, qu’HFE n’était pas indispensable dans la stimulation de 
l’expression d’hepcidine par un traitement par holotransferrine208. Ils suggéraient une 
interconnexion entre la voie des MAP kinases et celle des BMP/SMAD : la stimulation de 
TFR2 par l’holotransferrine, induirait une stimulation de la voie ERK 1/2, qui entraînerait une 
phosphorylation de SMAD 1/5/8. 
 
De plus, les modèles murins d’invalidation du gène HFE et/ou TFR2, ont montré une 
surcharge encore plus importante lors de la double invalidation, donnée allant dans le sens 
d’une signalisation par des voies au moins en partie différentes209,214. Dans un modèle de 
surexpression in vivo dans des souris invalidées pour le gène HFE, et in vitro dans une lignée 
cellulaire, il a été montré que la surexpression d’HFE permettait d’induire l’expression de 
l’hepcidine et ce indépendamment de TFR2215. 
 
Plus récemment la formation d’un complexe régulateur à la membrane a été proposé en 
montrant une interaction physique entre HFE, TFR2 et HJV216, avec mise en évidence d’un 
domaine extra cellulaire de TFR2 nécessaire à cette interaction, et relançant la question de 
l’interaction nécessaire ou non d’HFE et de TFR2 pour leur signalisation. Cependant en 
utilisant un modèle de surexpression stable et des techniques in situ de ligation de 
proximité, une autre équipe confirmait bien une interaction HFE-TFR1 mais ne mettait pas 
en évidence d’interaction entre HFE et TFR2 de manière spontanée ou avec un traitement 
par holotransferrine (qui retrouvait cependant une diminution de l’interaction HFE-TFR1 
dans ces conditions)217. 
 
Au-delà de l’existence et de la nécessité d’une interaction de TFR2 avec HFE, la voie de 
signalisation sous-jacente reste mal connue. 
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Dans les modèles de souris invalidées pour HFE, il est constaté une faible expression de 
l’hepcidine et de la voie de signalisation BMP/SMAD avec une faible phosphorylation de 
SMAD 1/5/8, et ceci en dépit d’un taux élevé de BMP6, impliquant qu’HFE et TFR2 régulent 
l’expression de l’hepcidine à travers la voie BMP/SMAD en aval de la régulation de BMP6218. 
Ces résultats ont été confirmés par une seconde équipe219.  L’utilisation de modèles de 
souris invalidées pour HFE et/ou TFR2 retrouvait des résultats similaires214. Ces résultats 
impliquent par ailleurs qu’une expression forte de BMP6 ne peut à elle seule compenser le 
défaut d’expression de l’hepcidine induit par le manque d’HFE ou TFR2. 
 
L’hypothèse physiologique actuellement proposée est qu’HFE et TFR2 régulent l’expression 
de l’hepcidine par leur interaction avec HJV. Lors d’une augmentation du statut plasmatique 
en fer, et donc de la présence d’holotransferrine, l’interaction HFE-TFR1 diminue au profit de 
la formation d’un complexe HFE-TFR2. Le complexe HFE-TFR2 interagit avec HJV, facilitant la 
voie de signalisation BMP/SMAD en aval de BMP6. En l’absence d’holotransferrine, 
l’interaction HFE-TFR1 est favorisée, empêchant la formation du complexe HFE-TFR2-HJV et 
diminuant ainsi l’expression de l’hepcidine. 





Le fer étant un constituant majeur de l’hémoglobine et donc des globules rouges, il existe 
des liens étroits entre la régulation de l’érythropoïèse et la régulation du métabolisme du 
fer. Ainsi, une carence en fer empêche la maturation normale des érythrocytes et aboutit à 
une anémie microcytaire.  
L’expression de l’hepcidine est inhibée dans les situations d’anémie220,221. Chez l’homme, 
l’étude de l’expression de l’ARN messager de l’hepcidine dans différentes conditions a 
retrouvé une corrélation entre le niveau d’hepcidine et le taux d’hémoglobine222. Chez des 
patients porteurs d’une thalassémie, l’expression de l’hepcidine était corrélée au taux 
d’hémoglobine, indépendamment des autres gènes impliqués dans le métabolisme du fer223. 
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Cette régulation de l’hepcidine par l’érythropoïèse fait en partie intervenir l’érythropoïétine 
(EPO) secrétée par le rein. Chez la souris, l’injection d’EPO stimule l’érythropoïèse et inhibe 
l’expression de l’hepcidine224. Des résultats récents et encore non publiés suggèrent 
l’existence d’un régulateur intermédiaire (l’erythroferrone) inhibant l’hepcidine lors de 
l’activation de l’érythropoïèse225. Cette voie serait distincte de la voie BMP/SMAD puisque 
des souris invalidées pour le gène HJV conservent la réponse inhibitrice de l’hepcidine aux 
phlébotomies226. 
Mis en évidence chez les patients porteurs d’une β-Thalassémie, le facteur de 
croissance/différentiation 15 (Growth Differentiation Factor 15, GDF15) a été proposé 
comme régulateur intermédiaire entre l’expression de l’hepcidine et l’érythropoïèse227. 
Cependant des travaux ultérieurs par la même équipe n’ont pas retrouvé d’augmentation de 
GFD15 après un don de sang chez des volontaires sains en dépit du déficit en fer et de la 
réduction de l’expression de l’hepcidine induite228. Son implication dans la régulation de 
l’hepcidine dans des conditions physiologique n’est donc pas confirmée. 
1.1.4.3.2.2 HYPOXIE 
L’hypoxie a été suggérée comme un régulateur direct de l’hepcidine, et ce de manière 
indépendante de la charge en fer de l’organisme220. Les deux effecteurs principaux en 
seraient les protéines HIF-1α et HIF-2α qui sont impliquées dans la régulation de nombreux 
gènes en réponse à l’hypoxie. Dans un modèle murin, en se liant au promoteur de 
l’hepcidine, HIF-1α  inhiberait l’expression de l’hepcidine dans le foie229. Mais ces résultats 
ont été contredits par plusieurs travaux ultérieurs qui n’ont pas retrouvé d’action directe des 
protéines HIF sur l’expression de l’hepcidine, mais un effet indirect par induction de 
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1.1.4.3.2.3 INFLAMMATION 
L’inflammation aiguë ou chronique a un impact direct sur l’expression d’hepcidine. 
Découverte initialement dans un rôle lié à l’immunité (peptide anti-microbien), l’hepcidine 
fait partie intégrante de la réponse innée. De plus, le métabolisme du fer est étroitement lié 
à la défense « anti-infectieuse » en raison du caractère vital du fer pour la prolifération de 
certains pathogènes123.  
Un traitement par interleukine-6 (IL-6, qui est une cytokine inflammatoire) ou 
lipopolysaccharide (LPS, qui est un composant de la membrane externe des bactéries Gram 
négatif), induit fortement l’expression de l’hepcidine dans des lignées hépatocytaires 
humaines233,234. Bien qu’initialement décrites comme non effectives233,  les interleukines 1 α 
et β ont montré une capacité à induire l’expression de l’hepcidine235,236. 
Chez l’homme, l’injection de LPS induit un pic de synthèse d’hepcidine associé à une 
diminution significative de fer sérique237. L’impact de l’IL-6 a aussi été confirmé chez 
l’homme avec un pic précoce de sécrétion d’hepcidine associé à une diminution du fer 
sérique et de la saturation de la transferrine234. Le rôle prépondérant de l’IL-6 dans cette 
voie de régulation est souligné par l’absence de réponse au stimulus inflammatoire dans une 
lignée de souris invalidées pour le gène de l’IL-6234. 
La médiation du signal inflammatoire dans la régulation de l’hepcidine passe par la voie 
JAK2/STAT3. Un élément de réponse à STAT3 a été mis en évidence au niveau du promoteur 
de l’hepcidine238-240. En réponse au stimulus inflammatoire, l’IL-6 secrétée se lie à son 
récepteur cellulaire qui active alors JAK2 induisant la phosphorylation de STAT3. Après sa 
phosphorylation, STAT3 est alors être transloqué dans le noyau et se lie aux éléments de 
réponse présents sur les promoteurs de nombreux gènes dont l’hepcidine241 (Figure 6). Une 
diminution de l’activité de la voie STAT3 par des inhibiteurs de Jak2 diminue l’expression de 
l’hepcidine. 
Il existe un « cross talk » entre cette voie de médiation de l’inflammation et la voie des 
BMP/SMAD. En effet, dans un modèle de souris invalidées pour le gène SMAD4, il a été 
observé une réponse diminuée à l’injection d’IL-6, suggérant que la voie BMP/SMAD était 
indispensable à la régulation de l’hepcidine par l’inflammation130.  
Page | 47  
 
Ces résultats ont été confortés par l’observation que la réponse à l’IL-6 était fortement 
diminuée lors d’une mutation des éléments de réponse aux BMP sur le promoteur de 
l’hepcidine242. Enfin il a récemment été montré que l’inflammation induisait au niveau 
hépatique, l’expression de l’activine B qui est une cytokine inflammatoire induisant 
l’expression de l’hepcidine par la voie des BMP/SMAD par le biais d’un BMPR de type I243. 
1.1.4.3.2.4 HORMONES SEXUELLES 
Sur le plan clinique, l’influence du sexe sur l’expression des surcharges en fer est connue de 
longue date244. Ces  observations ont été renforcés récemment par la mise en évidence du 
rôle direct de la testostérone sur la régulation de l’hepcidine245. Dans un modèle de souris 
invalidées pour le gène BMP6, une différence de phénotype importante existait entre les 
mâles et les femelles. Il a été mis en évidence une répression de l’expression de l’hepcidine 
par la testostérone, répression qui passerait par le biais de la voie de signalisation de 
l’epidermal growth factor (EGF). Ces résultats ont été confirmés par une autre équipe qui a 
retrouvé une répression de l’expression de l’hepcidine par la testostérone. Cependant la 
voie suggérée est alors l’interaction entre le récepteur aux androgènes et les SMAD 1 et 4 
qui en réduisant leur fixation à l’élément de réponse au BMP situé sur le promoteur de 
l’hepcidine, diminuerait sa transcription246. 
1.1.4.3.2.5 STATUT HEPATIQUE 
L’expression de l’hepcidine par le foie et les hépatocytes est modulée par l’état fonctionnel 
des cellules. Ainsi il a été montré une modulation de l’expression de l’hepcidine au cours de 
la période natale et post natale et de l’état de différentiation/prolifération des 
hépatocytes96,247. La régénération hépatique, module l’expression de l’hepcidine248. 
L’existence d’une fibrose hépatique et/ou d’une cirrhose peut diminuer l’expression de 
l’hepcidine222. Les mécanismes en cause peuvent relever sans doute pour une part des voies 
mentionnées ci-dessus. Cependant, sur le plan moléculaire, il faut souligner que le rôle de 
facteurs transcriptionnels hépatiques dans le contrôle de l’hepcidine a été souligné, qu’il 
s’agisse de C/EBPa, de HNF4a247, mais aussi de GATA4249.  Tous ces éléments jouent 
certainement un rôle dans les anomalies du métabolisme du fer rapportées au cours des 
pathologies hépatiques. 
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1.1.4.3.3 AUTRES FACTEURS PARTICIPANTS A LA REGULATION DE L’HEPCIDINE 
1.1.4.3.3.1 AUTRES FACTEURS MODULATEURS 
Le rôle potentiel de l’Hepatocyte Growth Factor (HGF) et de l’Epidermal Growth Factor 
(EGF), qui sont fortement impliqués dans régénération hépatique, a été montré in vitro248. 
Cette régulation passait par un effet direct de ces facteurs de croissance sur la voie de 
signalisation BMP/SMAD. 
Le stress du réticulum endoplasmique, qui est induit par l’accumulation de protéines mal 
repliées, provoque l’activation du facteur CREBH qui  active la transcription d’hepcidine en 
se fixant au promoteur250.  
L’implication d’Atoh8, SMAD7 et ID1, dans la régulation du métabolisme du fer, a été mise 
en évidence  dans le même temps que BMP6 compte tenu des évolutions parallèles de leur 
expression leur régulation par le niveau de charge en fer134. Atoh8 est un facteur de 
transcription impliqué dans le développement du système nerveux en participant à la 
différentiation. Son mécanisme d’implication n’est actuellement pas établi. SMAD7 est un 
inhibiteur de SMAD bloquant leur phosphorylation. C’est donc un répresseur de l’expression 
de l’hepcidine qui, en association avec SMAD6, serait adapté en fonction de l’activation de la 
voie BMP/SMAD plutôt que du niveau de charge en fer hépatique251,252.  ID1 est un 
inhibiteur des facteurs de transcription de type basic helix-loop-helix qui aurait une action de 
rétrocontrôle négatif dans la voie de signalisation des BMP/SMAD en participant à la 
régulation de TMPRSS6168,253. 
1.1.4.3.3.2 RÉGULATION AUTOCRINE DE L’HEPCIDINE 
Un effet autorégulateur de l’hepcidine a récemment été suggéré. La prohepcidine, suivie par 
immunofluorescence, a montré une localisation au niveau nucléaire, et la surexpression de 
prohepcidine dans une lignée cellulaire inhibait l’activité du promoteur du gène HAMP 
évaluée par luciférase. Le mécanisme proposé est une fixation de la prohepcidine sur le site 
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) du promoteur de manière 
spécifique et une inhibition dose dépendante de la transcription254. 
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1.1.5 REGULATION INTRACELLULAIRE DU METABOLISME DU FER LE SYSTEME IRE/IRP 
Parallèlement à la régulation systémique du métabolisme du fer des mécanismes 
intracellulaires vont réguler le statut en fer de la cellule. 
Les IRE (Iron Responsive Element) sont de petites séquences nucléotidiques, présentes dans 
les zones non traduites en 5’ ou 3’ de l’ARN messager. Elles vont jouer un rôle capital dans le 
contrôle du métabolisme du fer255. 
Au niveau des régions non traduites des ARN messager elles vont former des structures en 
formes d’épingles à cheveux sur lesquelles vont pouvoir interagir les IRP (Iron Regulatory 
Protein). La formation de complexe entre IRE et IRP va inhiber les actions enzymatiques 
dirigées vers l’ARN messager. Ainsi les complexes IRE/IRP situé dans la région 5’ vont inhiber 
l’initiation de la traduction de l’ARN messager concerné, tandis que les complexes IRE/IRP 
situés en 3’ vont inhiber la dégradation de l’ARNm en limitant l’activité des nucléases. 
Dans le cytosol il existe une compétition entre la fixation des IRP sur les IRE et le statut en 
fer. Il existe deux IRP (IRP1 et IRP2) dont les mécanismes d’actions diffèrent. Concernant les 
IRP1, en situation de statut cellulaire en fer élevé, une modification conformationnelle du 
centre fer-souffre, empêche sa fixation sur l’IRE. Tandis que l’IRP2 est régulée, en fonction 
du statut en fer, par un mécanisme de dégradation par le protéasome sans que le 
mécanisme exact de régulation soit identifié. 
Par ailleurs le fer ferreux, Fe2+, présent dans le cytosol pourrait jouer un rôle direct dans la 
régulation de la traduction par son interaction avec les IRE256. 
Le système IRE/IRP est présent dans la régulation de très nombreux gènes impliqués dans le 
métabolisme du fer (TFR1, Ferritine H et L, HIF2, ALAS2 SLC40A1) et vont donc jouer un rôle 
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1.1.6 TRANSPORT PLASMATIQUE DU FER : FORMES NORMALES ET ANORMALES DU FER 
1.1.6.1 TRANSFERRINE 
 
La transferrine est une protéine monomérique de 76 à 81 kDA, codée par le gène TF qui est 
situé sur le bras long du chromosome 3. Synthétisée par le foie257, la transferrine est la 
principale protéine de transport du fer dans l’organisme, liant le fer présent dans le flux 
sanguin et le transportant vers les cellules nécessitant du fer. Par ailleurs la transferrine 
pourrait jouer un rôle dans la défense contre les agents infectieux en les privant d’apports 
en fer indispensable à leur prolifération258.  
 
La transferrine est constituée de deux lobes de structure similaire, chacun contenant un site 
de fixation pour le fer ferrique Fe3+. La transferrine est ainsi un puissant chélateur réversible 
du fer259. En effet chaque molécule de transferrine est capable de fixer deux atomes de fer 
ferrique avec une forte affinité, mais cette affinité, forte au pH extracellulaire de 7.4, 
diminue lors l’acidification de l’endosome permettant alors la dissociation du fer. Lorsque les 
deux sites de fixation contiennent un atome de fer on parle d’holotransferrine, et 
inversement d’apotransferrine en l’absence de fer. La présence de fer ou non sur la molécule 
de transferrine est associée à une modification conformationnelle260.  
La régulation de l’expression du gène TF se fait principalement au niveau transcriptionnel. 
Deux sites de liaisons situés dans le promoteur, et interagissant avec C/EBPα et HNF-4, ont 
montré une régulation positive de l’expression de la transferrine dans le foie261,262.  Dans un 
contexte de déficit en fer, la synthèse de transferrine par le foie est augmentée sans que le 
mécanisme sous-jacent soit démontré263. L’hypoxie est aussi un facteur régulateur positif de 
la transferrine, ce qui est corroboré par la présence de site HIF-1 dans le promoteur du gène 
TF264.  
 
Lors de la sortie du fer de la cellule, médiée par la ferroportine, Les mécanismes 
d’interactions entre la transferrine et les ferroxydases qui vont permettre la prise en charge 
du fer par la transferrine sont largement méconnus, l’existence ou non d’une interaction 
directe restant débattue265. Rappelons que seul le fer ferrique est pris en charge par la 
transferrine et que l’activité ferroxydase liée à la céruloplasmine ou bien à l’hephaestine 
permet la transformation du fer ferreux en fer ferrique. 
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La transferrine va délivrer le fer aux cellules au travers d’un mécanisme d’endocytose au 
travers d’une interaction avec le récepteur de la transferrine 1 (TFR1). Codé par le gène 
TFRC, le récepteur de la transferrine 1 est une protéine transmembranaire, formant des 
homodimères à la surface cellulaire. Le statut en fer de la transferrine a un impact majeur 
sur l’affinité de TFR1 qui va préférentiellement capter l’holotransferrine266.  Le complexe 
holotransferrine / TFR1 subit une endocytose clathrine dépendante, puis l’acidification de 
l’endosome va permettre la libération du fer Fe3+ 267, qui après réduction est transporté vers 
le cytosol. Le complexe apotransferrine / TFR1 va alors être recyclé vers la membrane 
plasmique. (Figure 3  et 4) 
 
1.1.6.2 FER NON LIE A LA TRANSFERRINE 
 
Nous avons vu dans le chapitre précédent que la transferrine avait la capacité de capter 
avidement le fer disponible dans la circulation. Cependant lorsque la capacité de fixation de 
la transferrine est dépassée, comme en situation de surcharge en fer, une forme 
biochimique anormale de fer apparaît : le fer non lié à la transferrine (FNLT)268.  
Le fer libre n’est pas soluble et précipiterait dans le plasma. Il se fixe donc sur des ligands 
autres que la transferrine. La nature exacte du FNLT reste débattue. Chez des patients 
présentant une surcharge en fer, une fixation de fer sur le citrate et l’acétate269 a été 
retrouvé. Cette fixation serait même possible en l’absence de surcharge270. La nature de ces 
formes pourrait varier en fonction du niveau et du type de surcharge. 
Dans un contexte de dépassement massif de la capacités de fixation de la transferrine, une 
autre forme de fer toxique apparaît : le fer plasmatique réactif (Labile Plasma Iron : 
LPI)271,272. Ainsi cette forme de fer a été décrite chez le patient hémochromatosique pour des 
niveaux de saturation de la transferrine supérieurs à 75%273 . Ces formes de fer exercent une 
activité redox274 et peuvent franchir les membranes cellulaires indépendamment des 
systèmes de transports régulés provoquant ainsi une surcharge au niveau du foie, du cœur, 
du pancréas et d’autres glandes endocrines. Le foie, en particulier, présente une forte 
avidité pour le FNLT, 90% sont captés dès le premier passage hépatique contre 2% pour le 
fer lié à la transferrine8. Cette plus forte affinité serait due à l’action de transporteur à la 
membrane des hépatocytes, le rôle de DMT1 bien que non essentiel a été démontré40,275,  
ZIP14 étant un autre transporteur candidat53,54.  
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1.1.7 TOXICITE MOLECULAIRE DU FER 
 
Le fer libre et en particulier le LPI, de par ses propriétés d’oxydoréduction, indispensables au 
métabolisme, peut aussi participer à l’apparition d’un stress oxydant par la formation 
d’espèce réactive de l’oxygène (ROS : reactive oxygen species) par les réactions de Fenton et 
d’Haber-Weiss4,5. Les ROS sont des espèces chimiques oxygénées, telles que des radicaux 
libres, des ions oxygénés et des peroxydes, rendues chimiquement très réactives par la 
présence d'électrons de valence non appariés : anion superoxyde O2-, radical hydroxyle •OH, 
peroxyde d'hydrogène H2O2
276. Ces espèces réactives sont toxiques pour les composants 
cellulaire et vont provoquer des peroxydations lipidiques277, causant des dommages (lésions 
directes, doubles liaisons, ou adduits) sur l’ADN278, des altérations de la membrane 
plasmique279, ou de la mitochondrie280. 
La participation de ces processus pathologiques dans différentes pathologies cancéreuses ou 
dégénératives a été décrite dans des situations très différentes281. 
1.1.8 STOCKAGE DU FER : LA FERRITINE 
Au niveau cellulaire, la fraction du fer non intégrée dans le métabolisme est dirigée vers un 
site de stockage afin de protéger la cellule de sa toxicité. Le fer est stocké dans la ferritine 
qui est une protéine comportant 4 hélices, dont l’assemblage multimérique va former une 
nanocage dans laquelle le fer sera stocké sous forme d’oxyde de fer minéral.  
La forme cytoplasmique de la ferritine est un multimère de 24 sous-unités de deux type : la 
ferritine H (21kDa) et la ferritine L (19kDA)282. Les chaînes d’apo ferritine H et L s’assemblent 
pour former une cage sphérique dont le volume disponible représente 60% du volume total, 
pouvant contenir 4500 atomes de fer sous forme de ferroxyhydrite. La chaîne H de la 
ferritine possède une activité ferroxydase qui permet ce stockage. Des pores, des canaux 
ioniques et des canaux de nucléation permettent au fer d’être dirigé vers les sites actifs de la 
ferritine permettant son oxydation et sa minéralisation283,284. Les mécanismes permettant la 
dissolution puis la libération de ce fer minéral sont mal connus mais feraient intervenir la 
dégradation de la protéine de ferritine par le lysosome285. 
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La ferritine prend en charge le fer Fe2+, et il a récemment été mis en évidence que la 
protéine chaperonne PCBP1 (poly (rC)-binding protein) intervenait pour le transport 
cytosolique et la délivrance de Fe2+ vers la ferritine286 par le biais d’une interaction directe. 
La régulation de l’expression des 2 chaînes de la ferritine se fait pour l’essentiel au niveau 
traductionnel. Les ARNm de ces 2 chaînes possèdent une séquence IRE dans leur partie 5’ 
non traduite. La présence de fer dans la cellule empêche la protéine IRP de se fixer sur l’IRE, 
ce qui permet la traduction de l’ARNm en protéine. Ceci a pour but d’augmenter la capacité 
de stockage en fer de la cellule et ainsi de limiter la quantité de fer libre intracellulaire. 
Il est également décrit une régulation transcriptionnelle de ces ARNm selon la charge en fer 
287, le stress oxydant288 ou l’inflammation289. 
Le fer est essentiellement stocké dans le foie en condition physiologique. Ce n’est que lors 
des situations pathologiques qu’il pourra se retrouver à un niveau significatif dans d’autres 
organes tels que le système réticuloendothélial (en particulier la rate), le cœur, le pancréas, 
et d’autres glandes endocrines 290. La ferritine est une protéine essentiellement 
intracellulaire mais une fraction du pool total de ferritine est présente dans le plasma. Le 
niveau de ferritine plasmatique est ainsi représentatif du stock en fer de l’organisme7,15. 
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1.2 SURCHARGES EN FER D’ORIGINE GENETIQUE 
Comme nous l’avons vu, le métabolisme du fer doit être finement régulé afin d’adapter 
parfaitement l’absorption du fer aux besoins de l’organisme. Cette régulation repose 
principalement sur le couple hepcidine-ferroportine qui contrôle la mise à disposition du fer 
dans l’organisme à travers l’absorption digestive et le recyclage des érythrocytes. 
Un fait particulièrement marquant dans l’histoire du métabolisme du fer est l’intense 
collaboration, et l’aller-retour fréquent, entre la recherche clinique chez l’homme et la 
recherche fondamentale in vitro. Ainsi HJV140 et HFE176 ont été découverts devant la 
constatation de transmission génétique d’anomalies du métabolisme du fer, tandis que 
l’hepcidine96 et la ferroportine60 ont été mises en évidence dans des modèles 
expérimentaux. Ces avancées mutuelles ont permis de progresser dans la compréhension du 
métabolisme du fer sur le plan cognitif, et d’améliorer la prise en charge des patients par 
une meilleure compréhension de leur pathologie. 
Le fer intervenant dans de nombreux axes métaboliques physiologiques et pathologiques, 
les perturbations de sa régulation et les interventions thérapeutiques qui peuvent conduire 
à des surcharges en fer secondaires sont fréquentes et multiples : anémies chroniques 
(drépanocytose, β-thalassémie)291,292, transfusions importantes / régulières (dans les 
syndromes myélodysplasique par exemple)293, traitement oncologiques nécessitant 
l’utilisation prolongée de facteur de croissance,  les supplémentations en fer inadaptés294, le 
syndrome métabolique295, les maladies chroniques du foie (alcool, hépatite C/B, 
stéatohépatite)296.  
En dehors de ces causes secondaires, qui ne sont pas le propos de ce travail, il existe comme 
nous l’avons partiellement vu, de nombreuses causes génétiques aux surcharges en fer. La 
forme classique, décrite par Trousseau en 1865, et rattachée à une pathologie du 
métabolisme du fer au 20éme siècle, est l’hémochromatose HFE, ou hémochromatose de type 
1. C’est la forme la plus fréquente des surcharges en fer constitutionnelle dont l’association 
à un phénotype HLA particulier172 a permis, par une recherche de plus en plus précise174, de 
finalement relier la forme commune à la mutation p.Cys282Tyr du gène HFE176.  
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Cette anomalie entraîne une diminution de la synthèse d’hepcidine qui conduit à la 
constitution progressive d’une surcharge en fer au niveau viscéral et qui grève le pronostic 
vital. Le phénotype biologique décrit chez ces patients associe une augmentation du fer 
sérique et de la saturation de la transferrine, reflétant une biodisponibilité anormalement 
élevée du fer, et une hyperferritinémie marquant une augmentation du stock de fer. Les 
progrès dans la compréhension du métabolisme du fer ont permis d’identifier, à côté de la 
forme classique de l’hémochromatose HFE, des formes plus rares d’hémochromatose 
impliquant d’autres gènes du métabolisme du fer297. 
Afin d’améliorer la compréhension de ces pathologies, la description des phénotypes 
présentés par ces patients a conduit à proposer de regrouper les mécanismes 
physiopathologiques communs. Ainsi le phénotype d’hepcidino-déficience correspondant à 
un déficit en hepcidine, absolu ou relatif, est « calqué » sur le phénotype de 
l’hémochromatose HFE : une saturation de la transferrine élevée et associée à une surcharge 
en fer. Cette description phénotypique globale permet de regrouper les différents types 
d’hémochromatoses connues à ce jour, qui ont en commun d’avoir un impact sur l’axe 
hepcidine-ferroportine, provoquant une disponibilité excessive du fer dans l’organisme.  
Cependant si cette définition théorique permet de constituer des groupes, de nombreux 
autres facteurs peuvent influencer le métabolisme du fer. De plus, la présence d’une 
anomalie génétique avérée peut ne pas avoir de conséquence sur le métabolisme du fer. 
Ainsi la caractérisation phénotypique des patients est beaucoup plus complexe sur le plan 
pratique, en l’état actuel des connaissances. Elle nécessite de faire intervenir des paramètres 
cliniques, biologiques, génétiques et dans certains cas la caractérisation fonctionnelle au 
plan moléculaire des conséquences des anomalies génétiques mises en évidence. De plus un 
certain nombre de patients présentant un phénotype d’hepcidino-déficience, n’ont pas 
d’anomalies génétiques mises en évidence au terme d’une exploration exhaustive, suggérant 
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1.2.1 PRÉSENTATION CLINIQUE ET PENETRANCE 
Le fer présent en excès va donc dépasser les mécanismes de prise en charge de l’organisme, 
et vont alors apparaître, avec la surcharge, des formes anormales de fer, tel que le fer non 
lié à la transferrine et le fer plasmatique réactif, qui vont exercer leurs effets toxiques au 
niveau cellulaire puis de l’organe.  
1.2.1.1 ATTEINTE D’ORGANES 
1.2.1.1.1 LE FOIE 
 
Le foie est le principal site de stockage physiologique du fer. En effet les hépatocytes 
présentent une forte avidité pour le fer non lié à la transferrine8. Ainsi, lors de l’apparition 
d’une surcharge en fer c’est dans la ferritine contenue dans les hépatocytes que va être 
stocké le fer en excès. La concentration hépatique en fer donne donc un reflet accessible et 
fiable du stock en fer de l’organisme global9. Initialement évaluée par la biopsie hépatique 
permettant le dosage biochimique de la concentration hépatique en fer, et l’étude 
histologique grâce à la coloration de Perls298, la concentration hépatique en fer est 
maintenant déterminée de manière non invasive grâce à l’IRM299. 
En présence d’une surcharge importante, le stress oxydant et les lésions des organites 
cellulaires induits300,301, vont provoquer une nécrose hépatocytaire, une activation des 
cellules étoilées du foie et des cellules de Kupffer aboutissant à l’accumulation d’une matrice 
extra cellulaire qui constitue la fibrose hépatique302. La formation de cette fibrose en 
présence de fer, est d’autant plus favorisée qu’il existe des cofacteurs d’atteinte hépatique 
et en particulier l’alcool303.  
En l’absence de prise en charge précoce ou de traitement, la progression de la fibrose 
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Du fait du rôle potentiellement pro-oncogène du fer304, la cirrhose secondaire à une 
surcharge en fer est particulièrement à risque de carcinome hépatocellulaire305, qui 
représente à l’heure actuelle la première cause de mortalité induite par l’hémochromatose. 
Ce sur-risque de carcinome hépatocellulaire est souligné par les descriptions de patients 
ayant développé un carcinome hépatocellulaire en l’absence de cirrhose306. Un autre fait 
notable dans l’atteinte hépatique de l’hémochromatose, est le faible niveau de dysfonction 
hépatique par rapport aux autres pathologies du foie. 
1.2.1.1.2 LE CŒUR 
A l’état physiologique, la présence de fer dans le muscle cardiaque est négligeable. En 
condition de surcharge en fer, les cardiomyocytes ont, de façon similaire aux hépatocytes, 
une forte affinité pour le fer non lié à la transferrine. Il va donc se constituer 
progressivement une surcharge en fer au niveau du muscle cardiaque. Cette surcharge, qui 
épargne le nœud sinusal, intéresse surtout les ventricules avec un aspect altérés des fibres 
myocardiques ainsi que la présence de fibrose307. 
Cependant si les manifestations cardiaques font habituellement partie des manifestations 
« historiques » de l’hémochromatose, elles ne sont présentes que pour des niveaux de 
surcharges en fer  importants bien qu’il n’existe pas de seuil de ferritine à partir duquel un 
dépistage de la fonction cardiaque soit recommandé308. 
Ces atteintes cardiaques peuvent être de deux types: myocardiopathies ou anomalies 
rythmiques309.  Dans les myocardiopathies, la relaxation ventriculaire gauche est le premier 
élément modifié avec dans la phase plus tardive l’apparition de troubles de la fonction 
systolique. Les anomalies de contractilité du muscle cardiaques peuvent être détectées 
précocement à l’échographie310,311 et s’améliorent après la mise en place du traitement309. 
Les troubles rythmiques et de la conduction ne sont eux aussi observés qu’a la phase tardive. 
Des travaux, dans le cadre des surcharges en fer secondaires, ont permis de mettre au point 
des techniques permettant la quantification de la charge en fer du muscle cardiaque par 
échographie ou IRM312,313. Cependant très peu de données sont disponibles dans le cadre de 
surcharges en fer d’origine génétiques. 
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1.2.1.1.3 LE PANCREAS 
L’atteinte pancréatique dans la surcharge en fer, faisait partie intégrante du « diabète 
bronzé » de la description phénotypique initiale de Trousseau. Les cellules pancréatiques 
étant elles aussi capables de capter le fer non lié à la transferrine est de constituer une 
surcharge. Dans un modèle de souris hypotransferrinémique surchargée en fer, l’analyse 
histologique a retrouvé une surcharge au niveau centro-acinaire et au niveau de canal intra 
lobulaire, tandis qu’il existait peu de surcharge au niveau des ilots β314. Ces résultats avaient 
été précédemment retrouvés dans un modèle de rat présentant une surcharge orale 
secondaire315. Cette capacité à capter le fer par les cellules pancréatiques, passe 
probablement par l’expression de ZIP14 qui est modulée comme pour le foie par le niveau 
de charge en fer56. Cette surcharge en fer pancréatique est alors associée à une insuffisance 
pancréatique endocrine qui, associée à une résistance accrue à l’action de l’insuline, 
provoque un diabète. 
Cependant la survenue d’une insuffisance pancréatique endocrine n’est, de façon similaire à 
l’atteinte cardiaque, observée que pour des niveaux de surcharge massive et/ou en présence 
de cofacteurs propres à induire un diabète de manière indépendante. Ainsi, dans un travail 
italien, la prévalence du diabète, et/ou de l’intolérance au glucose,au diagnostic passait de 
40% dans les années 1970 à 5% au début des années 2000316. 
Dans le contexte de pathologies de surcharges en fer d’origine hématologique, l’utilité de la 
mesure semi-quantitative du fer dans le pancréas par IRM a été suggérée317, la corrélation 
entre le niveau de charge en fer et les troubles du métabolisme des glucides serait toutefois 
difficile à établir318. Il n’existe pas de données disponibles concernant les surcharges en fer 
d’origine génétique. Il faut par ailleurs noter qu’il n’existe pas forcément de corrélation 
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1.2.1.1.4 L’HYPOPHYSE 
En dehors du diabète, l’hémochromatose peut être responsable d’une atteinte hypophysiare 
provoquant un hypogonadisme hypogonadotrophique. Bien qu’elle aussi décrite de manière 
classique, il n’existe pas de données épidémiologiques fiables concernant la fréquence de 
cette atteinte. Un travail irlandais dans l’hémochromatose HFE a suggéré une fréquence rare 
de ce type de manifestation, et son association à la présence d’une surcharge massive avec 
cirrhose320. 
En fonction de l’âge d’atteinte par rapport à la puberté il peut exister un développement 
pubertaire absent ou incomplet en cas d’atteinte très précoce. Une surcharge plus tardive 
peut être associée à une atteinte allant du simple trouble de la libido, à une atteinte plus 
sévère en fonction de l’âge d’apparition. L’hypogonadisme chez l’homme peut être associé à 
un volume testiculaire réduit, une diminution de la testostérone circulante, une 
azoospermie. Chez la femme une baisse des gonadotrophines et de l’œstradiol peut 
entraîner une aménorrhée. 
Les raisons de cette spécificité de l’atteinte de l’axe gonadotrope qui ne touche pas les 
autres axes, ne sont pas connues. 
1.2.1.1.5 LES ARTICULATIONS ET LES OS 
La symptomatologie articulaire dans les surcharges en fer génétiques est très similaire aux 
manifestations d’arthrose et de chondrocalcinose. Dans une grande cohorte australienne, un 
tiers des patients ont été diagnostiqués devant des douleurs articulaires321. Dans un travail 
prospectif italien, 36% des patients présentant une hémochromatose avaient une 
arthropathie322. 
Il n’y a pas d’horaire inflammatoire aux douleurs. La localisation articulaire la plus classique 
est l’atteinte des deuxièmes et troisièmes métacarpo-phalangiennes. Les interphalangiennes 
proximales, poignets, hanches, genoux et chevilles peuvent aussi être atteints. Dans 
l’hémochromatose HFE, ces atteintes conduisent à un remplacement par prothèse 
chirurgicale de manière nettement plus fréquente et précoce que dans la population 
générale323.  
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La physiopathologie des manifestations articulaires demeure mal comprise. La corrélation 
entre le niveau de surcharge en fer et la sévérité de l’atteinte initiale plaide en faveur d’un 
lien direct322,324. Cependant, le traitement déplétif améliore très peu le retentissement 
fonctionnel, les atteintes pouvant même continuer à progresser en dépit du 
traitement325,326. Les mécanismes en causes restent donc à élucider. 
La surcharge en fer d’origine génétique engendre un autre type d’atteinte au niveau osseux : 
l’ostéoporose. Présente chez approximativement un quart des sujets327, elle expose à un 
risque de fracture périphérique ou vertébrale. La physiopathologie est mal connue et 
n’implique pas directement d’hyperparathyroïdie, d’insuffisance hépatocellulaire, 
d’hypogonadisme ou de déficit en vitamine D, même s’ils peuvent agir en cofacteurs. Des 
modèles expérimentaux chez la souris suggèrent une augmentation du nombre 
d’ostéoclaste et une diminution du nombre d’ostéoblastes, associées à la présence de fer 
dans l’os trabéculaire328. De plus in vitro, le fer est capable d’inhiber la minéralisation 
osseuse329. 
1.2.1.1.6 AUTRES MANIFESTATIONS 
L’asthénie est une manifestation fréquente de la surcharge en fer, qui tend à s’améliorer 
avec les saignées. Les mécanismes physiologiques sous-jacents ne sont cependant pas 
connus. 
La mélanodermie, qui consiste en un aspect grisâtre de la peau en lien indirect avec le dépôt 
de fer (hypermélanogénèse), est une manifestation fréquente qui fait partie de la 
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1.2.1.2 PENETRANCE 
La forme la plus fréquente de surcharge en fer d’origine génétique est l’hémochromatose de 
type 1 liée au gène HFE. Peu après la découverte du gène et de la mutation en cause, il est 
rapidement apparu que tous les patients homozygotes ne présentaient pas une surcharge en 
fer. La pénétrance de la maladie est donc variable. La problématique principale pour établir 
la pénétrance est la difficulté à définir le phénotype considéré comme pathologique : s’agit-il 
d’une simple variation biologique telle que la saturation de la transferrine, ou est-il 
nécessaire d’avoir une authentique surcharge en fer au niveau hépatique. Suivant la 
définition retenue par les études, et la méthodologie de recrutement des populations, la 
prévalence des anomalies du métabolisme du fer chez le patient homozygote varie de 5 à 
75%.  
Une méta analyse regroupant 19 études, retrouve une pénétrance de 13,5% (CI :13,4-
13,6%)308. Dans cette même analyse, une hyperferritinémie était retrouvée chez 26% des 
femmes et 32% des hommes, avec une surcharge en fer objectivée chez 19% des femmes et 
42% des hommes. Trois études longitudinales ont évalué la progression à long terme des 
paramètres du fer chez des patients homozygotes p.Cys282Tyr HFE. 38 à 50% des patients 
développaient une surcharge en fer et 10 à 33% une morbidité liée à 
l’hémochromatose321,330,331. 
A cette question de définition de l’expression, s’ajoute comme nous l’avons vu 
précédemment, que de nombreuses voies de régulations vont intervenir dans le 
métabolisme du fer. Ainsi de nombreux cofacteurs acquis vont modifier l’expression de 
l’hémochromatose. Une expression plus importante chez l’homme a rapidement été 
constatée244,321, et un travail récent souligne au niveau biologique le rôle de la testostérone 
dans la régulation de l’hepcidine245. L’obésité est un autre paramètre pouvant moduler 
l’expression avec un rôle protecteur lié à une possible stimulation de la synthèse 
d’hepcidine332,333. Les facteurs environnementaux jouent aussi un rôle important avec en 
particulier la consommation d’alcool303,334. 
Parallèlement aux facteurs acquis pouvant influencer l’expression de la maladie, et en raison 
des nombreux intervenants du métabolisme du fer, la présence de cofacteurs 
constitutionnels joue aussi un rôle dans la sévérité de l’expression de la maladie.  
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Plusieurs études de cohortes de patients hémochromatosiques ont cherché par différentes 
techniques à mettre en évidence un ou des gènes potentiellement en cause dans cette 
variabilité par la présence de polymorphisme ou de mutations. Plusieurs gènes et 
polymorphismes candidats ont été étudiés mais les réplications dans des cohortes 
différentes ne confirment pas de manière solides ces résultats163,335-338. 
Des études ciblées à l’échelle individuelle ou portant sur un gène précis ont par exemple 
permis de mettre en évidence le rôle de mutations du promoteur de l’hepcidine ou du gène 
HJV242,339,340. Ces données confirment donc le rôle potentiel d’autres anomalies génétiques 
dans la variabilité de la pénétrance, mais il n’est cependant pas possible à l’heure actuelle de 
proposer un modèle précis. 
En raison de la rareté des formes d’hémochromatoses non liées à HFE, il n’existe pas de 
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1.2.1.3 MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES 
La meilleure compréhension du métabolisme du fer, associée à la description phénotype-
génotype des surcharges en fer d’origine génétique, a permis de décrire deux mécanismes 
principaux permettant de donner un cadre global aux conséquences des anomalies 
génétiques conduisant à des surcharges en fer. 
1.2.1.3.1 HEPCIDINO DEFICIENCE 
Le déficit en hepcidine, ou hepcidino déficience est le mécanisme central de la surcharge en 
fer observée au cours des hémochromatoses liées aux mutations des gènes HFE, HJV, HAMP 
et TFR2. Les mutations correspondantes vont, en perturbant la cascade de régulation ou en 
altérant la synthèse même de l’hepcidine, aboutir à une diminution du taux sérique 
d’hepcidine. En l’absence d’un taux suffisant d’hepcidine il n’y aura plus de régulation de la 
ferroportine, qui va ainsi exporter le fer intracellulaire de manière incontrôlée. Cela conduit 
d’une part à une absorption de fer accrue au niveau duodénal, d’autre part au relargage 
permanent par les macrophages du fer émanant du recyclage des érythrocytes. 
Au niveau du secteur plasmatique il existe donc une augmentation de la biodisponibilité du 
fer qui va être pris en charge par la transferrine et donc une augmentation du niveau de 
saturation de la transferrine. Comme nous l’avons vu précédemment, à partir d’un certain 
niveau de concentration du fer plasmatique, la capacité de prise en charge de la transferrine 
est dépassée et apparaîssent des formes anomales de fer : le fer non lié à la transferrine et le 
fer plasmatique réactif. Ce fer est alors très avidement capté par le foie, le cœur, le 
pancréas, conduisant à la constitution d’une surcharge en fer. 
Dans cette situation pathologique, nous voyons que c’est la perturbation de la régulation de 
la synthèse d’hepcidine qui est au centre de la pathologie. En fonction du niveau et du type 
d’atteinte de la cascade de régulation, le déficit en hepcidine sera plus ou moins important 
et la surcharge en fer sera donc plus ou moins sévère et/ou précoce. Sur le plan biologique 
ce phénotype peut donc se définir comme l’association d’un taux d’hepcidine sérique bas, 
d’un fer plasmatique élevé avec une saturation de la transferrine haute, dans un contexte de 
surcharge en fer. Sur le plan clinique le phénotype d’hepcidino déficience correspond à celui 
de l’hémochromatose HFE à un degré de sévérité variable. 
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1.2.1.3.2 ANOMALIES DE TRANSPORT 
Les surcharges en fer génétiques liés aux anomalies de transport regroupent les atteintes 
des systèmes de transport du fer à travers les membranes ou dans le secteur plasmatique. 
Elles sont, au plan moléculaire, par opposition au phénotype d’hepcidino-déficience, 
caractérisées par le fait que ce n’est pas une sécrétion anormale d’hepcidine qui est à 
l’origine de la surcharge en fer.  
La forme classique est la maladie de la ferroportine. Cette maladie peut se présenter sous 
deux formes en fonction du type d’atteinte de la fonction de transport. Dans la forme 
classique, dite A, une mutation engendre la perte de fonction de la ferroportine, le relargage 
du fer est ainsi diminué au niveau des macrophages et des entérocytes. Il existe alors une 
surcharge prédominant dans le système réticulo-endothélial avec une faible biodisponibilité 
du fer et par conséquence une saturation de la transferrine normale ou basse. Une autre 
forme a été décrite par la suite, dite B, dans laquelle une mutation entraîne une 
« résistance » de la ferroportine à l’action inhibitrice de l’hepcidine. Il s’en suit un relargage 
incontrôlé du fer par la ferroportine avec un phénotype similaire à celui d’un déficit en 
hepcidine, faisant parler alors d’hepcidino déficience « relative ». 
Des mutations du gène de la céruloplasmine peuvent diminuer son activité ferroxydase, 
empêchant alors l’export du fer par la ferroportine et sa prise en charge par la transferrine. 
En conséquence l’export cellulaire du fer est diminué et une surcharge similaire à celle de la 
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1.2.2 HEPCIDINO-DÉFICIENCE 
1.2.2.1 HFE: HÉMOCHROMATOSE DE TYPE 1 
L’hémochromatose de type 1 est la forme la plus fréquente des surcharges en fer d’origine 
génétique. Liée à la mutation p.Cys282Tyr du gène HFE176, elle constitue grâce aux 
nombreuses données disponibles le « prototype » du phénotype d’hepcidino-déficience. 
La transmission est autosomique récessive, et la mutation la plus fréquemment en cause est 
la mutation p.Cys282Tyr. Cette mutation est très fréquente dans la population caucasienne 
puisqu’elle est retrouvée  à l’état hétérozygote, chez 6,5% des individus341. Il existe un 
gradient nord-sud avec une moindre prévalence dans le sud de l’Europe, tandis que la 
prévalence la plus forte est retrouvée dans les pays celtiques, ayant fait  évoquer un effet 
fondateur308. 
Cependant d’autres mutations du gène HFE ont été rapportées comme associées à 
l’hemochromatose de type 1. Particulièrement polémique, la mutation (ou polymorphisme) 
p.His63Asp, est retrouvée chez 25% des individus dans certaines études de population308. 
Ses conséquences pathologiques ne sont pas clairement établies ; en association à la 
mutation p.Cys282Tyr, ou à l’état homozygote, elle pourrait conduire à de légères 
perturbations biologiques du métabolisme du fer sans toutefois aboutir à la constitution de 
réelle surcharge en fer en l’absence de cofacteurs321,342,343. De façon similaire la mutation 
p.Ser65Cys a été suggéré comme potentiellement impliquée344. 
D’autres mutations beaucoup plus rares du gène HFE (mutations « privés ») ont été décrites 
dans le cadre d’hémochromatose de type 1345,346. La difficulté de classification des mutations 
hors p.Cys282Tyr, comme étant pathogènes ou non, tient à la définition du phénotype 
d’hémochromatose, et à l’absence de test fonctionnel concernant la protéine HFE et 
permettant d’évaluer l’impact des mutations au niveau moléculaire. 
En dehors du contexte de dépistage familial, l’hémochromatose liée à HFE est 
habituellement diagnostiquée vers la cinquantaine chez les hommes, et vers la soixantaine 
chez les femmes. Le rôle des menstruations pouvant minimiser la charge en fer a longtemps 
été évoqué. La différence du statut hormonal apparait aujourd’hui jouer un rôle 
potentiellement important245. 
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L’atteinte est en général modérée avec actuellement, au diagnostic, 10% de patients 
présentant une cirrhose, et 5% un diabète 316. Comme nous l’avons discuté précédemment 
la pénétrance de la maladie est hautement variable et implique des facteurs 
constitutionnels, acquis, et environnementaux. Ainsi, une étude effectué chez les apparentés 
de patient porteur d’une hémochromatose de type 1, a montré une grande variabilité de 
l’expression intra familiale335.  
Biologiquement les patients présentant un hémochromatose de type 1 ont un taux 
d’hepcidine anormalement bas de manière spontanée, mais présentant toutefois une faible 
variation en fonction de leur niveau de charge en fer (avant ou après traitement par saignée) 
indiquant la persistance d’une régulation partielle de la synthèse d’hepcidine347. De plus ces 
patients ne présentent pas d’augmentation « normale » de l’hepcidine après une absorption 
orale de fer, confirmant le défaut de régulation182. 
1.2.2.2 HJV: HEMOCHROMATOSE DE TYPE 2A 
Découverte en 1979348 devant un phénotype sévère d’hémochromatose chez une jeune 
femme, c’est en recherchant la cause génétique que fut découvert le gène HJV en 2004140. 
De transmission autosomique récessive, plusieurs descriptions cliniques ont été publiées par 
la suite349-354. 
L’âge d’apparition est typiquement décrite comme très précoce avec un surcharge possible 
dès 4 ans355, tandis qu’a l’inverse une série japonaise a montré la possibilité d’une apparition 
beaucoup plus tardive356. Bien que les cas émanent surtout d’Europe141,357, des cas sont 
décrits dans diverses régions du globe358.  
Le phénotype global est précoce et très sévère. L’hypogonadisme est particulièrement 
fréquent avec 17 sur 18 patients atteints dans la série italienne141 et 10 patients sur 12 dans 
la série grecque140. La corrélation phénotype-génotype est difficile à établir et même chez les 
patients présentant les mêmes mutations des variations individuelles sont présente. La 
surcharge en fer est massive avec une fibrose ou une cirrhose hépatique fréquente. 
L’atteinte articulaire est elle aussi fréquente. L’atteinte cardiaque est moins fréquente mais 
peut être précoce et massive351. Bien qu’HJV soit principalement exprimé au niveau du 
muscle strié, aucune pathologie n’est décrite sur le plan musculo-squelettique. 
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Sur le plan biologique, aucune donnée concernant le taux d’hepcidine n’est disponible chez 
l’homme, des modèles animaux ont toutefois confirmé l’impact majeur sur la sécrétion 
d’hepcidine que pouvait avoir l’invalidation du gène HJV145. 
1.2.2.3 HAMP: HEMOCHROMATOSE DE TYPE 2B 
Suite à la découverte de l’implication du gène HAMP dans le métabolisme du fer, des formes 
d’hémochromatose juvénile ont été rattachées à des mutations dans ce gène359. Le nombre 
de cas rapporté est très faible360-363.  
Bien que le nombre de patients soit très limité, le phénotype est régulièrement similaire à 
celui de l’hémochromatose de type 2A, avec une surcharge massive et précoce. 
1.2.2.4 TFR2: HEMOCHROMATOSE DE TYPE 3 
L’hémochromatose de type 3 peut être considérée comme une forme intermédiaire entre 
l’hémochromatose classique de type 1 et les hémochromatoses juvénile de type 2A et 2B. De 
transmission autosomique récessive, elle est liée à des mutations du gène TFR2197,364-377. En 
effet, habituellement décrites comme plus tardives que les hémochromatoses juvénile, elles 
sont cependant plus précoces et généralement plus sévères que l’hémochromatose de type 
1. Bien que l’âge au diagnostic soit décrit comme supérieur à 30 ans353, des cas plus précoces 
367,369 de même que de patients de plus de 50 ans375 suggère une variabilité importante. 
L’atteinte endocrinienne est rare de même que l’atteinte cardiaque, en lien possiblement 
avec une surcharge moins sévère et peut-être une moindre sensibilité de ces organes car à 
un stade moins précoce que dans les hémochromatoses de type 2A et 2B. Les atteintes 
hépatiques et articulaires sont fréquentes. Le nombre relativement important de cas décrits, 
au regard des hémochromatoses de type 2A et 2B, permet de constater que la variabilité 
phénotypique est importante, et bien que la description soit plus fréquente en Italie, des cas 
ont été rapportés dans différente régions du monde. 
En l’absence de test fonctionnel permettant d’évaluer les conséquences moléculaires des 
mutations, leur caractère pathogène ou non est déterminé en fonction des enquêtes 
familiales permettant d’établir une ségrégation de la description phénotypique plus ou 
moins évocatrice, et d’algorithmes de prédiction informatiques se basant sur le caractère 
conservé ou non des acides aminés ainsi que leur propriétés physico-chimiques. 
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Un travail récent a permis de bien caractériser sur le plan biologique la sécrétion d’hepcidine 
chez deux patients ayant une hémochromatose de type 3378. Les deux patients qui étaient en 
traitement d’entretien par saignées, avaient un taux basal significativement plus faible 
d’hepcidine que les patients ayant une hémochromatose de type 1 et que les contrôles. De 
plus ils ne présentaient aucune réponse à une prise orale de fer. 
1.2.3 TRANSPORT 
Si les surcharges en fer liées à une hepcidino-déficience partagent un phénotype global 
commun, les anomalies liées à des protéines impliquées dans le transport du fer sont 
beaucoup plus hétérogènes avec un phénotype particulier pour chaque étiologie. 
1.2.3.1 CERULOPLASMINE 
Des mutations du gène CP, codant pour la céruloplasmine, peuvent entraîner un défaut de 
synthèse de la protéine ou bien abolir son activité ferroxydase. La transmission est 
autosomique récessive. La particularité du phénotype de cette atteinte est la présence d’une 
symptomatologie neurologique qui peut être au premier plan avec un syndrome 
extrapyramidal, une ataxie cérébelleuse et une démence86,379. Cependant l’absence de 
symptômes neurologiques est aussi possible peut-être en raison d’un diagnostic plus 
précoce380,381. La présence de symptômes neurologiques en présence d’une céruloplasmine 
sérique effondrée voire indétectable, peut faire évoquer à tort le diagnostic de maladie de 
Wilson 382. La surcharge en fer au niveau cérébrale peut être objectivée par IRM. Le diabète 
insulino-requérant est d’apparition précoce. Une autre manifestation inhabituelle dans le 
cadre des surcharges en fer est la présence fréquente d’une dégénération rétinienne, 
semblable à une dégénérescence maculaire liée à l’âge383. La surcharge en fer au niveau 
hépatique est constante et mobilisable par un traitement chélateur85,384. 
Particulièrement décrite au Japon, des cas Européens ont aussi été rapporté85. Elle est 
habituellement diagnostiquée vers la troisième ou quatrième décennie. Sur le plan 
biologique l’hyperferritinémie et la surcharge hépatique en fer contrastent avec un taux de 
saturation de la transferrine normal. En dépit d’une surcharge hépatique importante, il n’est 
pas constaté de fibrose ou cirrhose. Une anémie microcytaire et hypochrome est  
fréquemment présente. 
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La céruloplasmine sérique n’est pas détectable et son activité ferroxydase non mesurable. Le 
cuivre plasmatique est lui aussi effondré. Il faut noter que dans certain cas la protéine peut 
être présente mais dénuée d’activité ferroxydase, pouvant alors rendre le diagnostic 
particulièrement difficile385. 
1.2.3.2 FERROPORTINE 
Après la découverte du gène SLC40A1, codant pour la ferroportine, de nombreux cas 
cliniques ont été rapportés pour caractériser le phénotype65,67,386-394. Bien que rare 
comparativement à l’hémochromatose de type 1, elle est plus fréquente que les 
hémochromatoses de type 2 ou 3. 
Comme discuté précédemment, en fonction de la mutation présente, il existe deux formes 
de la maladie de laferroportine : la forme classique, dite A (associée à la perte de fonction de 
transport), et la forme B (associé à la une résistance de la ferroportine à l’action inhibitrice 
de l’hepcidine). La forme A, du fait de la surcharge préférentiellement réticulo-endothéliale 
est associée à une saturation de la transferrine basse et une surcharge prédominant au 
niveau de la rate en IRM. Dans la forme B, la saturation de la transferrine est élevée, et le 
phénotype ressemble à celui d’une hémochromatose de type 1. Dans ces deux situations la 
ferritine, qui reflète le stock en fer de l’organisme, est élevée, souvent de façon très 
marquée. 
Les conséquences cliniques de la surcharge en fer sont minimes en l’absence de 
cofacteurs394. L’élévation inattendue du niveau de saturation de la transferrine dans cette 
pathologie, et des transaminases peut être un marqueur de gravité. 
La corrélation phénotype – génotype est facilitée par la disponibilité de tests fonctionnels in-
vitro permettant de caractériser les conséquences au niveau moléculaire des mutations64. 
Cependant en dépit du caractère dominant, la pénétrance est très largement incomplète, 
avec pour une même mutation des phénotypes très différents.  De même la distinction 
forme A / forme B n’est pas toujours claire394. 
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Le caractère dominant de la transmission de la maladie de la ferroportine reste mal compris, 
l’hypothèse actuellement proposée est que la ferroportine est exprimée à la membrane sous 
forme multimèrique et que la mutation d’une sous-unité pourrait altérer l’adressage ou la 
fonctionnalité du complexe66. 
1.2.3.3 TRANSFERRINE 
Les mutations du gène TF codant pour la transferrine peuvent être responsables d’une 
a(hypo)transferrinémie qui, transmise de façon autosomique récessive entraîne des tableaux 
de surcharges en fer majeure associées à une anémie microcytaire. C’est une pathologie très 
rare. L’anémie, d’apparition très précoce, est au premier plan du tableau associée à une 
pâleur cutanéomuqueuse et un retard de croissance395-402. L’importance de l’anémie est 
expliquée par le rôle majeur de la captation du fer, par le système transferrine /récepteur 1 
de la transferrine, dans la maturation des érythrocytes. L’absorption intestinale n’étant pas 
altérée il se développe une surcharge parenchymateuse massive au niveau du foie, du cœur 
et du pancréas403. Le rôle du  FNLT est majeur dans l’apparition de la surcharge en fer chez 
les souris atransferrinémiques403 et ce d’autant que la surcharge hépatique en fer majore la 
captation du FNLT404. 
1.2.3.4 DMT1 
L’impact majeur de DMT1 dans le métabolisme du fer a été mis en évidence dans des 
modèles animaux puis chez l’homme. La souris mk/mk et le rat Belgrade, présentent un 
phénotype d’anémie microcytaire sévère, classiquement liée aux carences en fer, mais 
réfractaire au traitement par le fer. Ce phénotype, transmis sur un mode autosomique 
récessif est lié la mutation p.Gly185Arg de DMT138,39. La survenue de l’anémie est liée au 
déficit de transfert du fer, de l’endosome vers le cytoplasme puis vers la mitochondrie où il 
est associé à l’hème nécessaire à la synthèse de l’hémoglobine, et en théorie, à l’impact de la 
mutation sur l’absorption digestive du fer. 
Chez l’homme, des cas de mutations du gène DMT1405-408 ont été découverts et ont permis 
de préciser le phénotype. L’anémie microcytaire était découverte de manière précoce (de 
quelques mois jusqu’à à deuxième décennie).  
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De manière surprenante, tous les patients présentaient une surcharge hépatocytaire en fer 
importante amenant à réévaluer les modèles animaux, ce qui a permis de mettre en 
évidence une surcharge hépatique en fer409. Par ailleurs, alors que chez les patients la 
surcharge en fer hépatique était sévère, il n’existait pas d’élévation majeure du niveau de 
ferritine ; la saturation de la transferrine était cependant élevée de même que le fer sérique.  
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2 BUT ET CADRE DU TRAVAIL 
 
Le maintien de l’équilibre du métabolisme du fer fait donc intervenir de nombreux 
acteurs participant à la régulation de la synthèse d’hepcidine qui joue un rôle central dans ce 
métabolisme  en régulant l’action de la ferroportine. Les interactions fortes entre cliniciens 
prenant en charge les pathologies génétiques de surcharge en fer et ceux impliqués dans la 
recherche fondamentale ont permis de mieux comprendre ces pathologies. Ainsi, 
l’identification, par la recherche fondamentale, de nouveaux intervenants a permis de 
caractériser de nouveaux syndromes ou de mieux comprendre un syndrome déjà décrit. 
Réciproquement l’exploration de pathologies chez l’homme a permis d’identifier de 
nouveaux intervenants, permettant de mieux comprendre le métabolisme du fer.  
Un phénotype d’hepcidino-déficience, au sein duquel coexistent élévation de la 
saturation de la transferrine et surcharge en fer, a ainsi été décrit. Il est le plus fréquemment 
retrouvé au cours de l’hémochromatose de type 1, liée à la mutation p.Cys282Tyr, qui 
constitue le « prototype » de surcharge en fer d’origine génétique.  Cependant, ce 
phénotype est partagé par d’autres situations liées à des mutations dans des gènes 
impliqués dans le métabolisme du fer. La rareté de ces pathologies les phénotypes sont 
moins bien définis et les informations biologiques parfois incomplètes de certaines de ces 
situations est un facteur limitant à leur caractérisation. 
 
L’objectif général de ce travail a été de caractériser sur le plan clinique, fonctionnel, et 
biologique, des surcharges en fer rares d’origine génétique. 
 Notre premier objectif a été de caractériser, chez l’homme, le rôle du foie et 
l’importance de la déficience de la sécrétion hépatique d’hepcidine dans 
l’hémochromatose de type 1 lié à HFE qui est la forme type d’hepcidino-déficience. 
 Notre second objectif a été de caractériser des surcharges en fer rares à saturation 
de la transferrine élevée faisant évoquer une hepcidino-déficience, mais liées à des 
anomalies de la prise en charge du fer au niveau cellulaire ou plasmatique. Les 
pathologies concernées étaient liées à des mutations des gènes DMT1 ou TF. 
 Le troisième objectif de ce travail a été de caractériser des surcharges en fer à type 
d’hepcidino déficience liées à une mutation du gène TFR2.  
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3 RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 
3.1 ROLE DU FOIE DANS LA REGULATION DU METABOLISME DU FER 
ARTICLE 1 
La transplantation hépatique normalise le taux sérique d’hepcidine et guérit les anomalies 
du métabolisme du fer dans l’hémochromatose HFE 
Edouard Bardou-Jacquet, Julie Philip, Richard Lorho, Martine Ropert5, Marianne Latournerie, 
Pauline Houssel-Debry, Dominique Guyader, Olivier Loreal, Karim Boudjema, Pierre Brissot.  
Hepatology 2013 doi: 10.1002/hep.26570. [Epub ahead of print] 
Introduction 
La meilleure compréhension du métabolisme du fer et l’identification du gène HFE176, ont 
permis de mieux caractériser la forme la plus classique de surcharge en fer d’origine 
génétique. La découverte96, et la mise en évidence du rôle de l’hepcidine dans la régulation 
du métabolisme du fer107 ont ensuite profondément modifié l’hypothèse 
physiopathologique de l’hémochromatose de type 1. L’hypothèse d’une hyper absorption 
digestive initiale178,185, sous-entendant donc une cause intestinale, était contrebalancé par la 
mise en évidence du rôle majeur d’une baisse anormale de la production d’hepcidine dans la 
genèse de la pathologie. Si le lien entre HFE et hepcidine est certain, leurs nature n’est 
qu’imparfaitement connue.  
Les publications de cas cliniques de patients homozygotes p.Cys282Tyr pour le gène HFE, 
transplantés hépatiques, ont montré des résultats contradictoires410-413 selon que la 
transplantation corrigeait ou non le phénotype. Les données expérimentales sont elles aussi 
contradictoires quant au site de régulation du métabolisme du fer en fonction de la charge 
en fer de l’organisme137,138. Récemment des expérimentations chez la souris, ont montré que 
la transplantation de foie sauvage pour le gène HFE, dans des souris p.Cys282Tyr entraînait 
une amélioration du phénotype188.  
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Devant l’incertitude quant au rôle exclusif de la dérégulation de l’expression de l’hepcidine 
consécutive à la mutation du gène HFE dans la genèse de l’hémochromatose de type I, notre 
objectif a été de montrer définitivement chez l’homme le rôle prépondérant de l’expression 
de l’hepcidine hépatique dans le développement de l’hémochromatose génétique de type 1. 
Pour ce faire nous avons analysé sur le long terme le devenir des patients transplantés dans 
le cadre d’une hémochromatose HFE liée à une homozygotie p.Cys282Tyr. 
Résultats 
Sur les 736 patients greffés hépatiques de 1999 à 2008, 18 patients (15 hommes, 3 femmes)  
ont été greffés pour une hémochromatose de type 1. L’âge moyen des patients au diagnostic 
était de 48,7 ans et de 56 ans à la transplantation. Le suivi moyen après greffe était de 68 
mois. L’indication principale de transplantation hépatique était un carcinome 
hépatocellulaire. Un seul patient présentait une insuffisance hépatocellulaire ; il présentait 
par ailleurs une consommation d’alcool excessive et chronique. 
Le métabolisme du fer a pu être évalué avant et après la transplantation hépatique chez 16 
des 18 patients, avec un délai médian de 60 mois. Tous les patients étaient traités par 
saignés avant la greffe mais cinq d’entre eux n’avaient pas terminé le traitement d’attaque 
permettant de réaliser la déplétion totale. 
Sur le plan biologique, il existait une différence significative entre le niveau de saturation de 
la transferrine avant et après la transplantation hépatique (68 vs 28, p=0.021). Le niveau 
d’hepcidine et le ratio hepcidine/ferritine étaient inférieurs aux normales avant la 
transplantation (1.61±3.6 nmol/L (N :4-30) et 0.35±3 (N :4-30) respectivement). Il existait 
une augmentation significative de ces deux paramètres après la transplantation hépatique 
(13.2±8.1 nmol/L et 13.2±8.1 nmol/L, p<0.05).  
Cliniquement aucun patient n’a nécessité de traitement d’entretien par saignées après la 
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Seuls deux patient présentaient un excès de fer hépatique significatif. Ceci pouvait être 
expliquée par la présence de cofacteurs : une patiente présentait une anémie hémolytique 
chronique apparue en post-transplantation et nécessitant des transfusions (concentration 
hépatique en fer à l’IRM : 180 µmol/g de foie), un patient avait un syndrome métabolique et 
une reprise de la consommation excessive d’alcool (concentration hépatique en fer à l’IRM : 
70 µmol/g de foie).  
Discussion 
Nos résultats confirment donc avant la transplantation hépatique qu’il existe un niveau de 
sécrétion d’hepcidine anormalement bas par rapport au stock en fer de l’organisme chez les 
patients porteurs d’une hémochromatose de type 1. Ces résultats sont en accord avec le 
phénotype d’hepcidino déficience attendu dans l’hémochromatose HFE. Nos résultats 
suggèrent aussi que l’utilisation du ratio hepcidine/ferritine est préférable à l’utilisation du 
niveau brut d’hepcidine qui ne prend pas en compte l’augmentation théoriquement 
attendue du niveau d’hepcidine lors d’une surcharge en fer. Cependant ce ratio ne semble 
pas adapté dans les situations au cours desquelles la ferritine sérique est très basse, car il est 
alors le plus souvent normal en dépit d’un taux d’hepcidine effondré.  
L’évolution sur un suivi à long terme (5 ans) montre qu’en l’absence de traitement spécifique 
par saignée, aucun patient n’a développé de surcharge en fer significative, que ce soit sur le 
plan de la concentration hépatique en fer évaluée par IRM, ou biologique avec une 
saturation de la transferrine, qui était normale. Par ailleurs, cette normalisation du stock de 
fer, s’accompagne d’une normalisation du taux d’hepcidine sérique, suggérant une 
normalisation phénotypique par la transplantation hépatique.  
Toutes ces constatations plaident donc pour faire du foie le site majeur de l’anomalie de 
régulation de la synthèse d’hepcidine dans l’hémochromatose de type 1. En apportant un 
organe capable d’adapter sa sécrétion d’hepcidine en fonction du niveau de charge en fer, 
chez un patient par ailleurs hémochromatosique, il existe une « guérison » du désordre 
moléculaire qui avait conduit au phénotype d’hepcidino déficience. 
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3.2 ANOMALIES DE TRANSPORT 
 
L’objectif de cette partie du travail était de caractériser des surcharges en fer rares à 
saturation de la transferrine élevée faisant évoquer une hepcidino-déficience, mais liées à 
des anomalies de la prise en charge du fer au niveau cellulaire ou plasmatique. Deux 
pathologies, liées à des mutations dans les gènes DMT1 ou TF ont été étudiées. 
3.2.1 SLC11A2: DMT1 
ARTICLE 2 
Une nouvelle mutation N491S du gène SLC11A2, altère l’adressage de la protéine et en 
association à la mutation G212V entraîne une anémie microcytaire et une surcharge en fer 
hépatique. 
Edouard Bardou-Jacquet, Marie-Laure Island, Anne-Marie Jouanolle, Lénaïck Détivaud, Nadia 
Fatih, Martine Ropert, Eolia Brissot, Annick Mosser, Hervé Maisonneuve, Pierre  Brissot, 
Olivier Loréal. 
Blood Cells, Molecules, and Diseases  2011;47:243–248 
Introduction 
Comme nous l’avons vu précédemment, les anomalies génétiques engendrées par des 
mutations dans les gènes codant des protéines impliquées dans les mécanismes de transport 
membranaire du fer ont un phénotype plus hétérogène que celui observé dans le cadre de 
l’hepcidino déficience.  
Le centre national de référence a été amené à prendre en charge une patiente présentant, 
dans un contexte d’anémie modérée apparue à l’adolescence, les éléments du phénotype 
d’hepcidino déficience à savoir une saturation de  la transferrine élevée associée à une 
surcharge en fer.  
L’exploration génétique a permis de mettre en évidence une hétérozygotie composite pour 
les mutations p.Asn491Ser et p.Gly212Val du gène SLC11A2. Nous avons donc étudié les 
caractéristiques cliniques et biologiques de cette patiente afin d’améliorer la description 
phénotypique de cette maladie qui, de manière habituelle, comprend une anémie sévère 
mise en évidence à la naissance où très précocement.  
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De plus, peu d’informations étaient disponibles, lors de l’initiation de ce travail, quant à 
l’expression de DMT1 et son rôle au niveau hépatique. Enfin, nous avons voulu caractériser 
les conséquences moléculaires des mutations mises en évidence. 
Résultats 
Sur le plan clinique la patiente présentait une anémie microcytaire hypochrome bien tolérée, 
qui a été découverte au cours d’un bilan de métrorragie à 13 ans. Biologiquement il existait 
une saturation de la transferrine nettement élevée à 83%, avec de  transferrine sérique 
normal. Cette saturation élevée de la saturation de la transferrine était associé à la présence 
de formes anormales de fer dans le sang : le fer non lié à la transferrine était à 1,1µmol/L 
(normale: indétectable), mais il n’y avait pas de fer plasmatique réactif. Nous de disposions 
pas à cette époque du dosage de l’hepcidine sérique. L’évaluation du stock en fer par IRM 
retrouvait une surcharge hépatique massive estimée à 300µmol/g de foie. Paradoxalement 
le niveau plasmatique de ferritine n’était que modérément élevé. Cliniquement la patiente 
ne présentait aucun autre signe entrant dans le cadre du phénotype d’hepcidino déficience. 
Pour préciser l’expression des isoformes de DMT1 au niveau hépatique nous avons comparé 
par PCR quantitative, des échantillons de biopsie de foie de sujets contrôles, et les lignées 
cellulaires humaines hépatocytaire HuH7 et colique Caco2, cette dernière étant réputée 
exprimer des niveaux importants de DMT1. Nous avons ainsi montré que seuls les isoformes 
1B-IRE et 1B-nonIRE étaient détectées au niveau hépatique.  
Recherchant l’impact des deux mutations sur la transcription de l’ARNm du gène DMT1, 
nous avons montré que la mutation p.Gly212Val ne semblait pas altérer l’épissage de 
l’ARNm, alors que la mutation p.Asn491Ser entrainait des altérations de l’épissage 
conduisant à l’apparition d’une forme tronquée de DMT1 a été mise en évidence. Toutefois, 
ce transcrit alternatif était faiblement représenté par rapport au transcrit normal. 
L’étude des conséquences des mutations sur l’adressage intracellulaire de la protéine a été 
effectuée après transfection de vecteurs d’expressions codant pour la protéine sauvage ou 
bien mutée dans la lignée hépatocytaire humaine HuH7. C’est  la protéine fluorescente 
dsRed2 située à la partie N terminale de DMT1 qui a été utilisée.  
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Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la mutation p.Asn491Ser entraîne un défaut 
d’adressage de la protéine DMT1, similaire à celui déjà rapporté pour la mutation del12 
DMT1 nonIRE isoform414 pouvant expliquer le retentissement fonctionnel de la mutation. La 
mutation p.Gly212Val n’entraînait pas d’anomalie sur ce plan. 
Discussion 
Nous avons donc en décrivant chez l’homme ce cinquième cas de mutation du gène 
SLC11A2, pu montrer que l’anémie peut être bien tolérée et rester stable sur un suivi à long 
terme. Nous n’avons pas d’explication pour la variabilité phénotypique de l’anémie en 
comparaison de certains cas rapportés405,408,414-417. Une altération uniquement partielle de la 
capacité de transport du fer par l’une des protéines mutées pouvant cependant être 
évoquée.  
Bien que le niveau de sécrétion d’hepcidine ait été rapporté comme normal dans ce 
contexte417, il existe des stigmates d’hepcidino déficience sur le plan biologique qui sont 
cependant associés à une forme d’anémie typique de carence en fer. Cette association 
confirme l’appartenance au cadre des anomalies de transport et l’absence de trouble de la 
régulation de la synthèse d’hepcidine. La présence d’une surcharge en fer au niveau 
hépatique suggère une adaptation des autres systèmes de transport pour la prise en charge 
du fer en excès au niveau hépatique, possiblement ZIP14, puisqu’il existe du fer non lié 
plasmatique. Nous n’avons pas d’explication physiopathologique à proposer pour l’absence 
d’élévation de la ferritine en dépit d’une surcharge en fer massive au niveau hépatique. 
Par ailleurs sur le plan mécanistique, nous avons pu démontrer que les isoformes 1B-IRE et 
non-IRE de DMT1 était exprimées de manière significative au niveau des hépatocytes et que 
les mutations de DMT1 pourraient donc jouer un rôle direct sur cet organe, à côté de ceux 
rapportés au niveau entérocytaire et érythroblastique. Les anomalies de localisation 
cellulaire de la protéine mutée au niveau de l’aminé en position 491 montrent que cet acide 
aminé pouvait avoir un rôle critique dans l’adressage de la protéine, tandis que l’adressage 
normal de la protéine porteuse d’une mutation en 212 suggère qu’il s’agit plutôt d’un point 
critique pour l’activité de transport de DMT1. Nous n’avons cependant pas pu évaluer cette 
activité de transport.  
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Enfin, bien qu’un transcrit alternatif de DMT1 ait été mis en évidence pour la mutation 
p.Asn491Ser, elle n’a probablement que peu d’incidence puisque quantitativement ce 
transcrit est très minoritaire. 
En conclusion, nos résultats confirment le rôle majeur de DMT1 dans le maintien de 
l’homéostasie du fer chez l’Homme et montrent que la mutation p.Asn491Ser, par son effet 
délétère sur l’adressage  de la protéine DMT1 contribue, en association avec la protéine 
DMT1 mutée p.Gly212Val au développement de l’anémie et de la surcharge en fer. 




























Comme nous l’avons vu précédemment, la transferrine est donc la principale 
protéine de transport plasmatique du fer. Le niveau (coefficient) de saturation de la 
transferrine dépend de deux facteurs que sont  la concentration en fer dans le sérum et  la 
concentration sérique de transferrine. En pratique clinique, le niveau de saturation de la 
transferrine est central dans la prise en charge diagnostique des surcharges en fer297. La 
normale de la saturation de la transferrine se situe entre 30 et 45%. 
De rares cas d’atransferrinémie congénitale liées à des mutations du gène TF, ont été 
décrits, et se présentent comme l’association : d’une anémie sévère très précoce, d’un 
retard de croissance, d’un taux de transferrine sérique indétectable (ou effondré), d’une 
concentration de fer sérique basse et d’une surcharge en fer massive395-402. La transmission 
de cette pathologie est autosomique récessive.  
 
On dispose de peu  d’informations concernant les apparentés a priori hétérozygotes chez 
lesquels aucune anomalie hématologique n’a été décrite402. Il est cependant noté que leur 
taux de transferrine est souvent diminué de moitié par rapport à la normale397. Il n’y a pas 
d’information satisfaisante concernant le métabolisme du fer chez ces patients 
hétérozygotes. Certains présentaient une élévation de la ferritine, mais aucune donnée sur 
leur stock en fer et le niveau de saturation de la transferrine n’est disponible. 
Il faut souligner que, récemment, des essais cherchant à établir les déterminants génétiques 
de la variabilité biologique de la saturation de la transferrine ont mis en évidence l’impact 
potentiel de variants du gène TF sur le niveau de saturation de la transferrine418.  
Le centre de référence national des surcharges en fer génétiques rares, a été confronté à la 
prise en charge de patients adressés pour exploration d’une surcharge en fer ou d’une 
élévation de la saturation de la transferrine, qui était secondairement reliée à un taux 
anormalement bas de transferrine en lien avec une mutation du gène TF à l’état 
hétérozygote. Nous avons donc cherché à décrire les éventuelles conséquences de ces 
mutations hétérozygotes retrouvées chez ces patients sur les plans clinique et biologique. 
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Patients et méthodes 
La recherche de mutation dans le gène de la transferrine (TF) a été effectuée chez des 
patients adressés pour une hyperferritinémie et/ou une saturation de la transferrine >45%, 
lorsqu’il était observé une concentration sérique de transferrine <1,2g/L (N :2-4g/l). Ce taux 
était considéré comme pathologique en l’absence de cause d’hypoprotidémie telle qu’une 
insuffisance hépatocellulaire, une dénutrition, ou un syndrome néphrotique. 
Le gène TF a été séquencé dans un cadre diagnostique, dans le laboratoire de génétique 
moléculaire du CHU de Rennes, sur l’ensemble des exons ainsi que les zones introniques 
adjacentes. Pour exclure une mutation dans un autre gène du métabolisme du fer les gènes 
HFE, TFR2, HJV, HAMP, L Ferritine et SLC40A1 étaient séquencés. Le séquençage a été 
effectué avec la méthode SANGER (dideoxynucléotides fluorescent interrupteurs de chaîne) 
avec un séquenceur AbiPrism 3770xl (Applied Biosystem). 
Pour évaluer le caractère potentiellement délétère des mutations, outre l’étude de la 
ségrégation des cas familiaux, les logiciels de prédictions suivant ont été utilisés: SIFT 
(http://sift.jcvi.org/), Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/bgi.shtml), or Align 
GVD (http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php). 
Les paramètres biochimiques du fer étaient évalués dans les laboratoires de biochimie des 
hôpitaux concernés, avant la mise en place de traitement déplétifs. Si un échantillon de 
sérum était disponible, un dosage des taux sériques d’hepcidine et des formes anormales de 
fer était effectué (Laboratoire de biochimie du CHU de Rennes, dosage de l’hepcidine 25 
Hepcidin-25 (human) – EIA Kit (S-1337.0001, Bachem, Peninsula laboratories, San Carlos 
USA). La concentration hépatique en fer a été déterminée par IRM299. 
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Résultats 
Sept patients de familles différentes ont été explorés pour une hypotransferrinémie. Les 
enquêtes familiales permettaient d’explorer cinq sujets apparentés présentant aussi une 
mutation. Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients sont rapportées dans le 
Tableau 1.  
Il faut noter de manière générale que 10 des sujets présentant une mutation du gène TF 
présentaient une saturation de la transferrine supérieure à la valeur normale supérieure de 
45%. Par ailleurs les 6 sujets pour lesquels la CHF a été évaluée présentaient une 
augmentation du contenu en fer du foie. Enfin, pour les 4 sujets pour lesquels l’hepcidine a 
pu être évaluée, elle était normale, de même que le ratio hepcidine/ferritine. Il n’existait pas 
de fer non lié à la transferrine chez les 4 sujets chez qui il a pu être évalué. Par ailleurs il 
n’existait pas de corrélation directe entre le taux de transferrine et le niveau de saturation 
de la transferrine (test de Spearman : p=0.47). 
Les patients 1, et 2-3-4 (les trois derniers faisant partie de la même famille) appartenaient à 
deux familles sans lien connu, mais présentaient la même mutation : p.Tyr533X 
(c.1599_1600del). Le patient 1 qui avait une légère augmentation de la ferritine, avait aussi 
une surcharge significative à l’IRM, confirmé par le fait que le traitement par saignée a 
permis de soustraire 6,2g de fer. 
Les patients 5 et 6 (frère et sœur), étaient hétérozygotes pour la mutation p.Cys421Arg 
(c.1261T>C). Tous deux avaient une légère surcharge en fer avec une ferritine supérieure à la 
normale, mais un niveau de saturation de la transferrine variable. L’hepcidine sérique et le 
ratio hepcidine/ferritine étaient normaux. 
La patiente 7 était hétérozygotes pour la mutation c.1623-1 G>C pouvant induire, par 
modification d’épissage, un saut de l’exon 14. La mutation c.1623-1 G>C était absente chez 
sa sœur qui ne présentait aucune anomalie biologique. 
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Le patient 8 était hétérozygote pour les mutations p.Tyr445Cys (c.1334A>G) et p.Arg609Trp 
(c.1825C>T). Il avait une surcharge en fer significative. Il faut noter que ce patient  présentait 
une maladie alcoolique du foie et un syndrome métabolique. L’enquête familiale permettait 
d’établir que la mutation p.Tyr445Cys (c.1334A>G) était probablement un polymorphisme, 
puisque présente chez sa sœur qui avait un taux de transferrine normal.  
Les patients 9 et 10, appartenant à la même fratrie, étaient hétérozygotes pour la mutation 
p.Glu370Lys (c.1108G>A). Ils présentaient un phénotype différent. En effet, bien qu’ayant 
une concentration sérique similaire, le frère présentait une légère surcharge en fer avec une 
saturation modérément élevée de la transferrine, tandis que la sœur présentait une 
saturation élevée avec une ferritine normale. 
Les patients 11 et 12, appartenant à la même fratrie, étaient hétérozygotes pour la mutation 
p.Val221Gly (c.662T>G). Une mutation (p.Gly71Asp (c.212G>A)) précédemment décrite 
comme potentiellement délétère, du gène HAMP, était retrouvée chez le patient 11. Sa 
saturation de la transferrine était élevée, mais le niveau d’hepcidine sérique était normal et 
il n’était pas détecté de fer non lié à la transferrine.  
Aucun patient ne présentait d’anomalie biologique hématologique en dehors de la patiente 
7 qui présentait un taux d’hémoglobine à 11,7 g/dl (Normales : 12-14 g/dl). 
Les analyses in Sillico suggéraient un caractère probablement pathogène pour les mutations 
des patients 5, 8, 11 et 12, tandis que pour les patients 9 et 10 les logiciels de prédictions 
n’étaient pas en mesure de conclure de manière homogène. La mutation p.Tyr533X ne 
pouvait être analysée par les logiciels en raison du codon stop induit en position 533. 
Cependant en raison d’une protéine fortement tronquée, le caractère pathogène de la 
mutation est hautement probable.  
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Tableau 1 : caractéristiques cliniques et biologiques de patients présentant une hypotransférrinémie.ND : non disponible, N : normal. 
Symptômes peau : hyperpigmentation cutanée. 





























1 M 52 peau   1,1 55 886 17       170 WT p.Tyr533X   
2 F 70     0,9 76 143 11.8       ND His63Asp +/- p.Tyr533X   
3 F 47     1,2 92 154 10.3       ND 
His63Asp +/- 
Cys282Tyr +/- 
p.Tyr533X   
4 F 61     1,5 54.9 44 20       ND His63Asp +/- p.Tyr533X   
5 M 39 peau surpoids 0,9 84 665 22 N N ratio 0 75 WT p.Cys421Arg   
6 M 51 peau   1,2 40 934 12 N N ratio 0 70 WT p.Cys421Arg   
7 F 70   
HTA, 
dyslipidémie, 
obésité, don de 
sang 
1 48 542 10.6 N N ratio 0 ND WT c.1623-1G>C   
8 M 63   
Dyslipidémie, 
diabète, alcool 
0,9 55 2088 12.4 
 
    270 WT p.Arg609Trp   
9 M 51     1,2 58 700 10.6 
 
    90 Cys282Tyr +/- p.Glu370Lys   
10 F 49   Dyslipidémie 1,12 79 288 22 
 
    ND WT p.Glu370Lys   
11 M 67   BMI 25 1,1 53 611 12.8 N N ratio 0 170 WT p.Val221Gly 
HAMP : 
Gly71Asp 




0,95  43 1527 10.4 
 
    ND Cys282Tyr +/- p.Val221Gly   
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Discussion 
La description phénotypique de ces patients qui présentent un niveau bas de transferrine, 
nous permet de montrer que des mutations à l’état hétérozygote du gène TF, peuvent 
entraîner une diminution de la concentration sérique de transferrine. Ces mutations ont un 
impact sur le métabolisme du fer, la majorité des patients présentant une élévation de la 
saturation de la transferrine, et tous ceux pour lesquels l’exploration de la charge en fer 
hépatique a été réalisée avaient une concentration hépatique en fer augmentée. Il est 
important de signaler qu’aucun de ces patients ne présentent d’anomalie de la lignée 
érythrocytaire en dépit d’un fer sérique bas. Ceci suggère que la biodisponibilité du fer pour 
l’érythropoïèse est mieux reflétée par le niveau de saturation de la transferrine que par le 
fer sérique. 
Nous décrivons ainsi une nouvelle cause d’augmentation de la saturation de la transferrine. 
Cependant, nous avons constaté qu’il n’existait pas de lien direct entre le taux de 
transferrine et son niveau de saturation, suggérant ainsi la présence de mécanismes 
adaptatifs pour diminuer le taux de fer circulant. Cette adaptation ne semble pas passer par 
une hepcidino-déficience, puisque les niveaux d’hepcidine sérique sont normaux de même 
que le ratio hepcidine sur ferritine, y compris chez les patients présentant un excès de fer 
hépatique. Toutefois les valeurs normales actuelles étant larges, probablement du fait des 
multiples régulateurs physiologiques de l’expression de l’hepcidine chez un patient, il n’est 
pas exclu que chez un patient donné le niveau d’hepcidine sérique soit influencé par 
l’hypotransferrinémie, sachant qu’il a par ailleurs été récemment proposé que la transferrine 
puisse  avoir un rôle direct dans la régulation de l’hepcidine419.  
L’hypotransferrinémie pourrait donc conférer une certaine susceptibilité à la surcharge en 
fer en présence de cofacteurs. En effet, nos observations suggèrent fortement que 
l’existence de cofacteurs acquis ou génétiques qui peuvent moduler l’impact de 
l’hypotransferrinémie. Ainsi, il apparait très nettement une variabilité d’expression, plusieurs 
patients présentant la même mutation ayant niveaux de saturation très différents. Bien que 
l’évaluation de la charge en fer n’ait pas été effectuée chez tous les patients, il est 
intéressant de noter que ceux qui présentent un excès hépatique de fer jugé sur la CHF 
présentent pour quatre d’entre eux des facteurs associés qui pourraient participer au 
développement de l’excès de fer hépatique.  
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Un patient présente une mutation du gène HAMP et un élément du syndrome métabolique. 
Il faut noter que chez ce patient nous ne savons pas si l’hepcidine produite par l’allèle muté 
est fonctionnelle et le dosage d’hepcidine doit-être pris avec réserve. Le syndrome 
métabolique pourrait lui aussi contribuer au développement de la surcharge en fer. Un 
second patient est hétérozygote pour la mutation p.Cys282Tyr du gène HFE et la question 
d’anomalies plus sévères du métabolisme du fer liée à un digénisme peut se trouver posée. 
Le troisième patient présente un excès de poids, là encore élément du syndrome 
métabolique. Le quatrième présente un syndrome métabolique et consommation excessive 
d’alcool, tous deux connus pour moduler l’hepcidine en plus pour le syndrome métabolique 
et en moins pour l’alcool. Ces données suggèrent donc que des cofacteurs génétiques ou 
métaboliques impliqués dans les voies de régulation de l’hepcidine peuvent avoir un impact 
sur l’expression de l’hypotransferrinémie. Malheureusement nous ne disposons que de peu 
de données sur la charge en fer hépatique chez les patients qui ne présentent pas de 
cofacteurs identifiés, tout en notant que chez la majorité de ces derniers les valeurs de 
ferritine sérique étaient normales.  
L’impact du sexe sur l’expression des surcharges en fer a été rapporté depuis longtemps244. 
Récemment, cette observation a été rapportée comme étant au moins en partie expliqué 
par un effet de la testostérone sur la régulation de l’hepcidine245. De façon similaire, dans 
notre série de patients, tous les hommes présentent une ferritine élevée tandis que les 
femmes ont une ferritine qui peut rester normale en dépit d’une saturation de la 
transferrine augmentée (patient 2, 3, 4). 
En conclusion, un élément pratique important de ces observations est l’importance de la 
mesure du taux sérique de la transferrine pour l’interprétation d’un coefficient de saturation 
de la transferrine. En effet, beaucoup de ces patients présentent biologiquement un 
phénotype qui pourrait évoquer une hepcidino-déficience et conduire à rechercher une 
anomalie génétique dans les gènes impliqués dans la régulation de l’hepcidine. La 
constatation d’un taux sérique bas de transferrine doit faire rechercher une mutation dans le 
gène TF, qui peut être explicative devant une saturation de la transferrine élevée et ne pas 
nécessiter d’explorations complémentaires  si la ferritinémie est normale. 
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3.3 FORMES RARES D’HEPCIDINO DEFICIENCE LIEES AU GENE TFR2  
Les hémochromatoses de type 3, qui se présentent avec un phénotype d’hepcidino-
déficiences, sont liées à des mutations du gène TFR2. Cependant, le nombre de cas 
rapportés ne permet pas d’avoir une vue complète du phénotype présenté par les patients 
porteurs de cette pathologie. De plus, les mécanismes par lesquels la mutation du gène TFR2 
conduit à une insuffisance de production d’hepcidine ne sont pas formellement identifiés. 
C’est la raison pour laquelle nous avons voulu : préciser la caractérisation phénotypique de 
cette pathologie et analyser l’impact fonctionnel des mutations du gène TFR2. 
3.3.1 CARACTERISATION PHENOTYPIQUE 
ARTICLE 3 
Variabilité de l’âge de découverte et de la sévérité de l’hémochromatose lié aux mutations 
du gène TFR2 : nouvelles observations. 
E. Bardou-Jacquet, S. Cunat, M.P. Beaumont-Epinette, Kannengiesser C, X. Causse, S. 
Sauvion, B. Pouliquen, Y. Deugnier, V. David, O. Loréal, P. Aguilar-Martinez, P. Brissot, A.M. 
Jouanolle. 
British Journal of Haematology 2013;162:278-81 
Introduction 
L’hémochromatose de type 3, liée aux mutations du gène codant pour TFR2, est une 
pathologie rare297. La description phénotypique classique associe un phénotype d’hepcidino 
déficience apparaissant en général après l’âge de 30 ans, avec une atteinte similaire à 
l’hémochromatose de type 1297. Nous avons voulu, pour préciser le phénotype de cette 
pathologie, analyser la cohorte de patients identifiés comme porteurs d’une 
hémochromatose de type 3 dans le cadre de l’activité du centre national de référence des 
surcharges génétiques en fer rares. Notre but premier était de préciser l’expression 
phénotypique dans ce cadre et de tenter d’établir une corrélation phénotype-génotype puis 
de sélectionner des mutations d’intérêts à visée d’exploration sur le plan moléculaire pour 
progresser dans le cadre de la compréhension des mécanismes moléculaires en jeu dans 
l’hémochromatose de type 3. 
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Résultats Discussion 
En collaboration avec les centres de compétences français, nous avons pu identifier 7 
patients, sans lien familiaux, présentant une hémochromatose de type 3. Trois patients 
étaient homozygotes et 4 patients hétérozygotes composites, huit des mutations n’avaient 
jamais été décrites. Nous avons pu constater que l’âge au diagnostic pouvait être beaucoup 
plus précoce qu’initialement décrit avec une patiente présentant une surcharge en fer 
patente à l’âge de 10 ans. 
Biologiquement tous les patients présentaient une saturation de la transferrine élevée avec 
une ferritine augmentée. La surcharge en fer évaluée par IRM, ou calculée a posteriori par le 
nombre de gramme de fer soustraits, était majeure. Le retentissement hépatique était 
important puisque 4 patients présentaient une fibrose sévère ou une cirrhose. Aucun patient 
ne présentait de symptomatologie cardiaque. De manière surprenante au vu de l’atteinte 
précoce et de la surcharge en fer importante, seuls deux patients présentaient un 
hypogonadisme secondaire dans un contexte de cirrhose. Deux patients présentaient une 
arthropathie. 
Le phénotype global des hémochromatoses de type 3, liées à TFR2, se rapprochait donc bien 
d’une hémochromatose de type 1 avec toutefois des manifestations plus précoces par 
rapport à celles rapportées habituellement197 puisque 6 des 7 patients avaient moins de 30 
ans, dont 2 moins de 18 ans. Cette survenue précoce n’était pas associée de manière plus 
fréquente à une atteinte endocrinienne comme cela peut être observé dans les 
hémochromatoses juvéniles141. 
Il est important de noter que la forme la plus sévère, diagnostiquée à 10 ans, était liée à une 
mutation (p.Arg678Pro) localisée dans un site potentiel de liaison à la transferrine, si l’on 
extrapole les données concernant le récepteur 1 de la transferrine420. Une anomalie 
d’interaction entre transferrine et récepteur 2 de la transferrine, lorsqu’il est muté, étant 
l’hypothèse physiopathologique de l’anomalie d’expression de l’hepcidine dans cette 
pathologie, cela pourrait participer à la sévérité du tableau clinique.   
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De manière intéressante nous avons pu observer chez une patiente connue pour une 
maladie de la ferroportine, un phénotype atypique avec une saturation de la transferrine 
élevée, pouvant faire évoquer une hepcidino-déficience ou bien une forme rare de maladie 
de la ferroportine : la ferroportine de type B. Il est important de noter que cette patiente 
présentait une arthropathie qui n’est habituellement pas rapportée dans la maladie de la 
ferroportine, mais retrouvée entre autre dans les hémochromatoses liées à TFR2. La 
recherche de mutation dans les autres gènes du métabolisme du fer a mis en évidence, chez 
cette patiente, une hétérozygotie composite pour deux mutations déjà décrites comme 
pathologiques dans le gène TFR2373,374. 
Ces données apportent des éléments nouveaux dans la description phénotypique  des 
hémochromatoses de type 3. Nous n’avons pu disposer  des dosages d’hepcidine chez ces 
patients. Cependant, alors que la diminution anormale de l’hepcidine sérique et sa non 
réactivité à une prise de fer ont été rapportés378, nos observations confirment la présence 
d’un syndrome d’hepcidino-déficience chez tous nos patients. La variabilité de la 
présentation est probablement liée à la sévérité de l’impact de la mutation et à l’existence 
de facteurs associés.  
Dès lors la recherche d’une mutation du gène TFR2 doit faire partie de l’enquête 
diagnostique face à une surcharge en fer patente dans un contexte d’hepcidino déficience, 
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3.3.2 EXPLORATION FONCTIONNELLE DE L’IMPACT DES MUTATIONS DU GENE TFR2  
 
Nous avons montré dans le travail précèdent que l’expression phénotypique dans 
l’hémochromatose de type 3 est variable. Afin de tenter de mieux caractériser les 
corrélations phénotype-génotype nous avons voulu caractériser au plan moléculaire les 
conséquences des mutations rencontrées. En effet, il est important de disposer, devant un 
patient présentant une surcharge en fer dans un contexte d’hepcidino déficience et une ou 
des mutations du gène TFR2, d’une validation fonctionnelle de la responsabilité de la 
mutation dans la pathologie, et ce, en particulier dans les phénotypes mixtes et lorsqu’il 
n’existe d’éléments probants issus de l’enquête familiale.  
En effet, la question de la responsabilité de la mutation est alors discutée. Par exemple, pour 
la patiente présentant une maladie de la ferroportine avec un phénotype inhabituel, il est 
possible qu’il s’agisse simplement d’une maladie de la ferroportine de type B, puisque la 
mutation p.Gly204Ser est associée à un phénotype de maladie de ferroportine de type 
B64,394, et que les mutations de TFR2 ne soient que de simples polymorphismes. Par ailleurs 
en fonction de la localisation de la mutation de TFR2,  on peut supposer que l’impact 
fonctionnel sur la protéine  sera plus ou moins important  et le phénotype plus ou moins 
sévère.  
Il faut souligner que des conséquences fonctionnelles des mutations, pourrait permettre la 
mise en évidence des sites critiques pour la fonction de TFR2 et pourrait contribuer à mieux 
comprendre le mécanisme d’action de TFR2 dans la signalisation régulant l’expression de 
l’hepcidine, qui reste mal connu.  
L’objectif de ce travail est donc double : 
 Déterminer le caractère pathogène des mutations observées 
 Déterminer les sites potentiellement critiques de l’activité de TFR2 
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Pour répondre à ces questions nous avons voulu étudier les conséquences des mutations sur 
deux axes parallèles : l’adressage intracellulaire de la protéine mutée, et la modification de 
la transduction du signal lié à TFR2 dans la régulation de l’hepcidine. Pour ce deuxième 
point, nous avons d’abords voulu disposer d’un test fonctionnel évaluant le rôle du niveau 
de saturation de la transferrine sur la régulation de l’hepcidine, ce dernier signal étant 
actuellement admis comme celui médié par la protéine TFR2. 
L’analyse de l’adressage intra cellulaire permettra de mettre en évidence un impact ou non 
de la mutation, ce qui présente un intérêt sur le plan diagnostique, et d’écarter de l’étude 
ultérieure les mutations qui n’ont à priori pas de lien avec la fonction de TFR2 mais plutôt 
avec sa maturation ou son adressage, pour privilégier celles qui parviennent à la membrane 
afin d’analyser les interactions avec les autres protéines impliquées dans la réponse de 
l’hépatocyte au statut en fer. 
Parallèlement nous avons recherché à mettre au point d’un test fonctionnel in vitro, de 
l’action de TFR2 sur la sécrétion d’hepcidine. Ceci permettra d’une part de valider la 
responsabilité des mutations n’entrainant pas de modification d’adressage. D’autre part ce 
test permettra de mettre en évidence les sites critiques de TFR2 qui pourraient nous 
permettre de mieux identifier son implication dans la régulation de l’expression de 
l’hepcidine. 
Dans un premier temps afin de simplifier la mise au point des tests, seules trois mutations, 
choisis en raison de leur pertinence a priori au vu du phénotype, ont été étudiées : 
p.Asn412Ile (c.1235A>T), p.Gly430Arg (c.1288G>A), et p.Arg678Pro (c.2033G>C). Ces trois 
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3.3.2.1 MATERIEL ET METHODES 
Culture cellulaire 
La lignée cellulaire d’origine hépatocytaire humaine HepG2 était entretenue dans du 
Dubelcco’s Minimal Essential Medium avec 10% de sérum de veau fœtal, streptomycine 
100µg/ml et pénicilline 100 U/ml, 1% d’acides aminés non essentiels, 1% L-Glutamine, 1% 
Pyruvate de Sodium. Le milieu était renouvelé tous les deux jours et les cellules maintenues 
à 37°C en présence de 5% de C02. 
Obtention d’une lignée hepG2 hyperexprimant HFE de manière stable.  
Des vecteurs lentiviraux (pLV.EF1.MCS.hPGK.GFP) portant les séquences codant les 
protéines HFE ainsi que GFP (dissociée de HFE) ont été commandés auprès de Vectalys® 
Toulouse, France. L’expression du gène HFE est sous la dépendance du promoteur EF1α, 
tandis que celle du gène GFP est contrôlée le promoteur hPGK (phosphoglycerate kinase). Le 
clonage indépendant des deux ADNc  sous le contrôle de promoteurs distincts permet 
d’exprimer une protéine HFE sauvage sans fusion avec la GFP risquant de perturber sa 
fonction ou son adressage. L’expression de la protéine GFP permet de suivre l’efficacité de la 
transduction. La lignée cellulaire HepG2 a été transduite avec une concentration de 10 
particules virales par cellule (MOI: 10). L’efficacité de transduction était proche de 100%. La 
lignée cellulaire HepG2 transduite avec le vecteur lentiviral n’exprimant que la protéine GFP 
était utilisée comme contrôle. 
Vecteur d’expression de la protéine TFR2  
Le plasmide d’expression pcDNA3 contenant le cDNA TFR2 sauvage associé à un tag HA, 
cloné dans les sites HindIII/EcoR1, a été généreusement fourni par M. Muckenthaler, 
Heidelberg-Allemagne216 (plasmide pcDNA3-TFR2-HA). 
Les plasmides d’expressions de TFR2 reproduisant les mutations mises en évidences ont été 
obtenus par mutagénèse dirigées à partir du plasmide pcDNA3-TFR2-HA, en utilisant le kit 
Quick Change II (stratagene) en suivant les instructions du fabricant. Les amorces utilisées 
pour reproduire les mutations étaient les suivantes :  
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20µl de bactéries Escherichia Coli DH5-α (Invitrogen) ont été transformées par 
électroporation à 1800V avec 1µl du produit de ligation. Les bactéries étaient mises en 
culture dans une boîte de pétri agar avec 100µg/l d’ampicilline pendant une nuit. Six 
colonies ont ensuite été amplifiée, puis les plasmides ont été extraits et séquencés pour 
vérifier la mutagénèse par la méthode de terminaison de chaîne avec le kit BigDye 
Terminator v3.1 (Applied Biosystem). 
Transfection des vecteurs d’expression de TFR2 dans la lignée cellulaire HepG2 
Les cellules HepG2 étaient transfectées en utilisant le kit Roche X-tremeGENE HP DNA 
transfection reagent, en suivant les instructions du fabricant. Brièvement 120 000 cellules 
étaient ensemencés dans des chambres 8 puits µ-Slide  ibitreat ibidi®. 24 heures plus tard, 
1µg d’ADN du vecteur d’expression était dilué dans 100µl d’Opti-Mem®. 3µl de X-
tremeGENE HP était ensuite ajoutés et mélangés par pipetage. Après une incubation de 30 
minutes à température ambiante le mélange était déposé dans chaque puits de culture 
cellulaire à transfecter. 
Localisation des protéines TFR2 
La localisation de TFR2 dans la cellule a été étudiée en réalisant des immunolocalisations des 
protéines produites par les vecteurs d’expression et de protéines cellulaires. Les cellules 
étaient fixées 24 heures après la transfection, avec du paraformaldéhyde à 4% tamponné 
par du cacodylate de sodium 0,1M , pendant 20 minutes à température ambiante, puis 
lavées deux fois au PBS, pH 7,4. 
Après rinçage au PBS, une saturation non spécifique et une perméabilisation des membranes 
était réalisée avec l’association PBS, Saponine à 0,1%, sérum de veau fœtal à 10%, pendant 
1h à température ambiante. 
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Les anticorps primaires, dilués dans du PBS, saponine à 0,1% : anticorps polyclonal de lapin 
anti EEA1 (endosome précoce) à la concentration de 0,5µg/ml (Abcam France, Ab2900), 
anticorps polyclonal de lapin anti cadhérine (membrane plasmique) diliué au 1/200ème 
(Abcam France, Ab6529), anticorps monolonal de souris anti HA (tag permettant de suivre 
TFR2) dilué au 1/500ème (Abcam France, Ab18181) étaient mis en contact avec les cellules 
pendant 1 heure à 37°C. Pour le marquage des membranes cellulaires par l’anticorps anti 
cadhérine il n’était pas réalisé de perméabilisation par la saponine durant la saturation et les 
anticorps étaient dilués dans du PBS seul sans saponine. Une incubation en l’absence 
d’anticorps primaire était réalisée à titre de contrôle. 
Après 4 lavages, au PBS, les cellules étaient incubées avec les anticorps secondaires, 
marqués par les fluorochrome Alexa fluor 647 et alexa fluor 488 (Anticorps  Ane anti lapin 
711-606-152 Jackson, Anticorps  Ane anti souris 715-545-150 Jackson) dilués dans du PBS au 
1/400éme, pendant 1h à température ambiante en chambre humide. Après quatre lavages 
(PBS) le montage a été réalisé avec le milieu Dako fluorescent mounting medium® (Dako 
France). 
Microscopie  Confocale 
Les images de microscopie étaient obtenues avec un microscope à statif inversé Leica SP5 
avec un objectif à immersion x62 et le logiciel propriétaire Leica Confocal Software. Les 
images ont été redimensionnées et étiquetées en utilisant le logiciel libre Gimp. 
Analyse de l’interaction transferrine – TFR2 
Les expérimentations de localisation de la transferrine fluorescente étaient effectuées avec 
de l’holotransferrine marqué par un fluorochrome Alexafluor 647® (Molecular Probes®, 
Lifetechnologies). La localisation de la protéine TFR2 marquée par le tag HA été effectué par 
immunolocalisation. 
Les cellules HepG2 étaient ensemencées puis transfectées avec le plasmide pcDNA-TFR2-HA 
d’intérêt. 24h après la transfection, le milieu de culture était remplacé par de l’Opti-MEM® 
sans sérum pour une durée de 1 heure. Puis 100 µg/ml de transferrine fluorescente était 
ajoutés et les cellules étaient incubées à 4°C pendant 3H pour inhiber l’endocytose. 
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Pour l’étude de l’interaction à la membrane, les cellules étaient fixées dans le para 
formaldéhyde après un lavage avec du PBS, pour analyser l’immunofluorescence. 
Pour l’étude de l’endocytose de la transferrine fluorescente, après l’incubation à 4°C, un 
lavage avec du PBS été effectué puis une incubation pendant 30 minutes à 37°C, permettant 
la reprise de l’endocytose, avant de procéder à la fixation dans le paraformaldéhyde et 
l’immunolocalisation. 
Test fonctionnel : analyse de l’impact de la transferrine  la sécrétion d’hepcidine 
 Ajout de transferrine dans les conditions de culture standard. 
Les cellules HepG2 étaient mises en culture en boîtes 12 puits à la densité de 1 000 000 de 
cellules par puits. 24h plus tard, en fonction des conditions de l’expérience, les cellules 
étaient traitées par l’ajout d’Apotransferrine, d’holotransferrine, de fer ammonium citrate 
ou de sérum humain à différent niveau de saturation effectuée in vitro. 
L’apotransferrine (Sigma T5391) et l’holotransferrine (Sigma T0665) étaient ajoutées pour 
une concentration finale de 30µM. 
Pour répliquer certaines données de la littérature, des expériences ont été réalisé en 
l’absence de sérum de veau fœtal. Vingt-quatre heures après ensemencement dans les 
mêmes conditions que précédemment, le milieu de culture était remplacé par du milieu sans 
sérum. Les cellules étaient traitées par la transferrine après 24h de sevrage. D’autres 
expériences ont été réalisées en présence de sérum humain normal. 
 Utilisation de sérum humain saturé en fer in vitro. 
Afin de réaliser une saturation in vitro de la transferrine humaine contenu dans le sérum 
humain, nous avons utilisé une technique décrite dans la mesure de la capacité de liaison au 
fer insaturé (Unsaturated Total Iron Binding Capacity : UIBC)421. 
Le sérum humain était obtenu auprès de l’Etablissement Français du Sang, il s’agissait d’un 
donneur sain, ayant donné son consentement éclairé pour une utilisation à des fins de 
recherche. La solution mère de fer comprenait du fer ferrique ammonium citrate dilué dans 
l’HCl 0.005N à la concentration de 0,5mg/L. 
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La solution de saturation comprenait 2,4ml de sérum humain, 960 µL de Tris à la 
concentration 1M et tamponné à pH 8,5, et 480 µL de la solution de fer aux concentrations 
5µg/ml – 20 µg/ml -50 µg/ml. La solution était ensuite incubée 10 minutes à 45°C, puis 
conservée à 4°C avant utilisation.  
Pour les expérimentations en culture cellulaire, le sérum humain a été ajouté pour une 
concentration finale en sérum de 10%, en lieu et place du sérum de veau fœtal. Les cultures 
contrôles étaient entretenues en présence de sérum humain traité de manière identique en 
l’absence de fer. 
Dosage de la sécrétion d’hepcidine par ELISA  
Un millilitre de milieu de culture cellulaire était prélevé, centrifugé pendant 2 minutes à 
1000 rpm pour séparer les débris cellulaires, puis aliquoté et conservé à -80°C. 
Les cellules étaient lysées après lavage au PBS, par le dépôt de 400µl de tampon de lyse 
Hepes (50mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1mM EDTA pH8, 2,5 mM EGTA pH 7,4, 0.1% 
Tween 20, 10% glycérol, 0,1 mM orthovanadate de sodium, 10mM β-glycérophosphate 1mM 
fluorure de sodium), puis l’utilisation d’un grattoir. Les cellules étaient ensuite traitées par 
sonication pendant 10 secondes puis centrifugée à 14 000G pendant 20 minutes. Le 
surnageant était stocké à -80°C. La concentration en protéines totales intracellulaires était 
déterminée par l’utilisation du kit BCA protein assay Pierce en suivant les instructions du 
fabricant. 
Le dosage de l’hepcidine était effectué en utilisant le kit ELISA Hepcidin-25 (human) – EIA Kit 
(S-1337.0001,Bachem, Peninsula laboratories, San Carlos USA) en suivant les instructions du 
fabricants.  
Les résultats des dosages de l’hepcidine dans le milieu de culture (en ng/ml) étaient 
exprimés en normalisant la concentration d’hepcidine obtenue par le taux de protéine 
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Extraction des ARN et reverse transcription 
Les extractions ont été réalisées à l’aide du kit SV Total RNA Isolation System (Promega), 
incluant une étape à la DNase, en suivant les instructions du fabricant. La transcription 
inverse a été réalisée avec 1 µg d’ARN total incubé 5 minutes à 70°C avec des amorces 
aléatoires (Promega), puis rétro-transcrit pendant 1H à 37°C, en présence de tampon de 
réaction (250mM Tris HCL pH 8.3, 375 mM KCL, 15mM MgCl2, 50mM DTT), de dNTPs 10mM, 
de 20 unités d’inhibiteur de RNase et de 160 unités de transcriptase inverse M-MLV 
(Moloney Murine Leukemia Virus) (Promega), pour un volume final de 20µl. L’enzyme a 
ensuite été neutralisée 5 minutes à 95°C. Les ADNc ont enfin été dilués au 1/6éme dans 
l’eau stérile puis stockés à -20°C. 
PCR-Quantitative en temps réel 
L’expression des gènes suivants a été testée avec les amorces spécifiques : HAMP : forward : 
CAC TTC CCC ATC TGC ATT TTC, reverse : GTC TTG CAG CAC ATC CCA CA, HFE : forward : AAA 
ATC ACA ACC ACA GCA AGG A, reverse : CAT TTC ACA GCC CAG GAT GA,  HPRT : forward : 
GCT TTC CTT GGT CAG GCA GTA, reverse :AAG CTT GCG ACC TTG ACC AT. L’amplification de 
l’ARNm HPRT a été utilisée comme contrôle pour normaliser les résultats. 
Les expériences de PCR quantitative en temps réel ont été réalisées à partir des ADNc 
matrices produits par transcription inverse, en utilisant le kit qPCR® Mastermix Plus for 
SYBR® Green I (Eurogentec) et l’automate StepOne Plus (Applied Biosystems). Deux 
microlitres d’ADNc ont été amplifiés avec 0,4 pmol/µl de chaque amorce et de 1X de PCR 
SYBRGreen MasterMix pour un volume final de 25µl, avec les paramètres suivants : 10 
minutes à 95°C puis 40 cycles composés de : 15 secondes à 95°C et 1 minute à 60°C. 
Les courbes de dissociation obtenues ont permis de s’assurer de la spécificité 
d’amplification. Les résultats ont été analysés avec le logiciel StepOne Software v2.1 (Applied 
Biosystem). Ils ont été exprimés en terme de Ct (cycle threshold) ou nombre de cycle de PCR 
à partir duquel le signal fluorescent atteint une valeur seuil. Pour chaque gène, la moyenne 
des Ct des triplicats a été calculée, puis la valeur de Ct de HPRT de la condition 
correspondante a été soustraite pour donner le ΔCt (ΔCt = Ctgène-CtHPRT). 
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Le ΔCt de chaque condition a ensuite été normalisé par rapport au ΔCt de référence choisi : 
la condition contrôle, pour obtenir le ΔΔCt (ΔΔCT = ΔCtcondition-ΔCtcontrôle). Les ARNm, 
qui reflètent l’expression des gènes, ont alors pu être quantifiés de façon relative grâce à la 
relation –ΔΔCt qui correspond au log2 du ratio condition / référence. Une valeur positive 
traduit une augmentation de l’expression du gène et une valeur négative une diminution. La 
représentation graphique en 2-ΔΔCt permet de travailler en niveaux d’expression, une 
expression  identique se traduit par une valeur de 1. Les résultats ont été exprimés en 
pourcentage d’expression par rapport à la condition contrôle. La comparaison statistique des 
résultats été effectué par le test t de Student. 
Analyse statistique 
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3.3.2.2 RESULTATS 
Dans un but de mise au point initiale nous avons voulu concentrer nos recherches sur 3 
mutations qui semblait plus particulièrement pertinente en raison du phénotype observé 
chez les patients laissant peu de doute quant à leur caractère pathogène, et le fait que les 
mutations soient présentent à l’état homozygote : p.Asn412Ile, p.Gly430Arg et p.Arg678Pro. 
La mutation p.Arg678Pro représentait un intérêt particulier en raison de sa possible 
localisation au niveau d’un site d’interaction avec la transferrine420. 
3.3.2.2.1 ADRESSAGE INTRACELLULAIRE 
3.3.2.2.1.1 LOCALISATION DE TFR2 
Pour évaluer les conséquences des mutations sur l’adressage de TFR2 nous avons effectué 
une transfection transitoire avec le vecteur codant la protéine TFR2 sauvage ou bien les 
protéines TFR2 présentant les mutations d’intérêts sélectionnées. La protéine TFR2 est 
marquée avec le Tag HA permettant de la suivre par immunolocalisation. Nous avons utilisé 
l’anticorps anti cadhérine pour effectuer un marquage membranaire de la cellule, et 
l’anticorps anti EEA1 pour marquer l’endosome précoce, qui font partie du cycle 
physiologique de TFR2. Les résultats de l’immunolocalisation sont rapportés dans la Figure 9. 
L’adressage de TFR2 sauvage montrait une localisation à la membrane plasmique ainsi que 
dans l’endosome précoce. La protéine TFR2 portant les mutations p.Asn412Ile et 
p.Gly430Arg ne montraient pas de localisation à la membrane. La protéine porteuse de la 
mutation p.Arg678Pro était présente à la membrane. Il n’existait pas de colocalisation entre 
les protéines p.Asn412Ile ou p.Gly430Arg, et l’endosome précoce marqué par l’anti corps 
anti EEA1. La protéine p.Arg678Pro n’a pas encore été étudiée dans le marquage avec 
l’endosome précoce. Ces résultats suggèrent que les mutations p.Asn412Ile et p.Gly430Arg 
de la protéine TFR2, sont délétères puisqu’empêchant l’expression normale de TFR2 à la 
membrane cellulaire. 
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Figure 9 : Immuno-localisation des protéines TFR2 sauvage et portant les mutations 
p.Asn412Ile, p.Gly430Arg et p.Arg678Pro. Les cellules HepG2 étaient transfectées de 
manière transitoire avec le vecteur d’expression de TFR2 sauvage ou muté, marqué par un 
épitope HA. L’anticorps primaire utilisé pour marquer la membrane plasmique (en rouge) 
était l’anticorps anti-cadhérine, l’anticorps primaire pour marquer l’endosome précoce (en 
rouge) était l’anticorps anti-EEA1. Un anticorps primaire anti-HA était utilisé pour localiser la 
protéine TFR2 d’intérêt (en vert). Les images étaient acquises avec un microscope confocal 
Leica SP5 avec un objectif X62. La figure montre la superposition des acquisitions pour les 
deux anticorps. Les colocalisations apparaissent en jaune. 
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3.3.2.2.1.2 TRANSFERRINE FLUORESCENTE 
Pour évaluer les conséquences des mutations sur l’interaction entre TFR2 et 
l’holotransferrine, et en particulier l’endocytose, nous avons traité avec de l’holotransferrine 
associée à un fluorochrome, des cellules HepG2 qui étaient transfectées transitoirement 
avec le plasmide d’expression contenant TFR2 sauvage ou muté. Les résultats sont rapportés 
dans la figure 10. Dans l’expérimentation cherchant à étudier l’endocytose, il existait une 
colocalisation de TFR2 sauvage avec la transferrine fluorescente qui n’était retrouvée avec 
aucune des protéines mutées. Les expérimentations visant à visualiser l’interaction de la 
transferrine et de TFR2 à la membrane n’ont pas permis d’observer de marquage 
membranaire correct permettant l’interprétation, la mise au point est donc toujours 
actuellement en cours.  
Figure 10 Interaction de la protéine TFR2 sauvage et mutées avec l’holotransferrine. Les 
cellules HepG2 étaient transfectées transitoirement avec le plasmide codant pour la 
protéine sauvage ou muté, associée à un épitope HA révélé en vert par 
immunofluorescence. Les cellules étaient traitées par holotransferrine fluorescente pendant 
3h puis incubé à 37°C pendant 30 minutes. Les colocalisations apparaissent en jaune. 
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3.3.2.2.2 MISE AU POINT D’UN TEST FONCTIONNEL DE SECRETION D’HEPCIDINE 
Effet de l’apotransferrine et de l’holotransferrine sur la sécrétion d’hepcidine 
Dans un premier temps nous avons voulu évaluer l’effet de l’apotransferrine et de 
l’holotransferrine sur la synthèse protéique d’hepcidine dans la lignée cellulaire HepG2 
maintenue dans des conditions classiques de culture cellulaire. Les cellules étaient traitées 
pendant 1H-3H-6H-24H-48H-72H par apotransferrine, ou holotransferrine, ou le milieu 
contrôle. Le milieu de culture ainsi que les conditions de traitement étaient renouvelées 
toutes les 24h. Aux temps définis, le taux d’hepcidine dans le milieu de culture était 
déterminé et rapporté au taux de protéines cellulaires. Les résultats sont rapportés dans la 
Figure 11. De manière surprenante il existait une diminution significative du taux 
d’hepcidine par rapport au contrôle lors du traitement par apotransferrine ou 
holotransferrine à 6h et 24h. Il existait par ailleurs une diminution significativement plus 
importante lors du traitement par holotransferrine par rapport au traitement par 
apotransferrine après 24h de traitement. Cependant cette différence entre apotransferrine 
et holotransferrine n’était pas observée de manière significative dans chaque 
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Figure 11 : Sécrétion d’hepcidine en réponse au traitement par Apotransferrine ou 
Holotransferrine. L’axe des abscisses représente les différents temps de traitement. L’axe 
des ordonnées représente le ratio du taux d’hepcidine en ng/ml sur le taux de protide 






Effet de l’apotransferrine et de l’holotransferrine associé au sérum humain sur la sécrétion 
d’hepcidine 
Dans l’hypothèse où la présence d’un cofacteur, présent dans le sérum humain, serait 
nécessaire à l’effet de la transferrine chargé ou non en fer sur la sécrétion d’hepcidine, nous 
avons traité la lignée cellulaire HepG2 avec de l’apotransferrine ou de l’holotransferrine en 
remplaçant le sérum de veau fœtal par du sérum humain à la même concentration. Au vu 
des résultats obtenus dans l’expérimentation précédente seul le temps à 6 heures a été 
étudié. Les résultats sont rapportés dans la Figure 12. En présence de sérum humain il 
n’existe pas de différence de réponse de la sécrétion d’hepcidine au traitement par 
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Figure 12 : Sécrétion d’hepcidine en réponse au traitement par l’apotransferrine ou 
l’holotransferrine en condition de culture avec du sérum humain. L’axe des abscisses 
représente les différentes conditions de traitement. L’axe des ordonnées représente le ratio 
du taux d’hepcidine en ng/ml sur le taux de protide cellulaire en g/l. 
 
Effet du sérum humain saturé en fer in vitro sur la sécrétion d’hepcidine 
Nous avons ensuite formulé l’hypothèse que le fer présent dans l’holotransferrine obtenue 
auprès des prestataires commerciaux n’était peut-être pas biodisponible et n’était donc pas 
en mesure d’induire une sécrétion d’hepcidine. Nous avons donc procédé à une saturation in 
vitro  de sérum humain afin d’en évaluer l’impact sur l’hepcidine. Nous avons effectué une 
saturation de la transferrine à différents niveaux afin de déterminer s’il existait une réponse 
proportionnelle.  
Le contrôle par dosage biochimique (Tableau 2) des niveaux de saturation en fer et de fer 




Fer (µmol/l) Transferrine (g/l) 
Capacité de liaison 
au fer insaturé 
(UIBC) (µmol/l) 
Saturation de la 
transferrine % 
5 µg/ml 20,69 1,58 13,24 60,97% 
20 µg/ml 25,30 1,56 10,97 69,75% 
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Nous avons donc étudié dans la lignée cellulaire hepG2 la réponse à la sécrétion d’hepcidine, 
à 6 heures, en fonction du niveau de saturation de la transferrine. Les résultats sont 
rapportés dans la Figure 13. Une fois de plus, il n’existe pas de réponse de sécrétion 
d’hepcidine entre les différents niveaux de saturation de la transferrine saturé in vitro. 
Figure 13 : Sécrétion d’hepcidine en réponse au traitement par le sérum humain saturé en 
fer in vitro. L’axe des abscisses représente les différentes conditions de traitement. L’axe des 




Effet de l’apotransferrine et de l’holotransferrine associée au sérum humain sur la 
transcription de l’hepcidine dans la lignée HepG2 hyper-exprimant HFE de manière stable. 
En raison de données publiées213 dans la littérature nous avons voulu vérifier si lignée HepG2 
exprimant la protéine HFE  de manière stable permet d’obtenir une réponse à un traitement 
par l’apotransferrine ou l’holotransferrine. 
L’efficacité de transduction de la lignée HepG2 en utilisant les vecteurs lentiviraux exprimant 
HFE et GFP ou la GFP seule était proche de 100%. Le niveau d’expression de l’ARNm d’HFE 
par les cellules transfectées avec le vecteur exprimant HFE, était 500 fois supérieur au niveau 
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Après 24h de sevrage en sérum, les cellules ont été traitées pendant 24h avec du milieu de 
culture sans sérum, associé ou non à de l’apotransferrine ou de l’holotransferrine. 
L’expression de l’ARNm de l’hepcidine a été évaluée par RT-PCR quantitative en temps réel. 
Les résultats sont rapportés dans la Figure 14. Il n’existe pas de différence entre l’expression 
de l’hepcidine entre le traitement par l’apotransferrine ou l’holotransferrine. Il existe 
cependant une transcription plus importante, par rapport au contrôle, lors d’un traitement 
par apotransferrine (p=0.018), et une tendance non significative statistiquement avec 
l’holotransferrine. Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois. 
 
Figure 14 : Transcription de l’hepcidine dans la lignée HepG2 avec surexpression d’HFE, en 
réponse au traitement par l’apotransferrine ou l’holotransferrine.  
La lignée cellulaire hepG2 transfectée de manière stable avec un vecteur d’expression 
exprimant HFE, a été traitée après 24h de sevrage en sérum, par un milieu de culture seul ou 
supplémenté par l’apotransferrine ou l’holotransferrine. Le niveau d’ARNm de l’hepcidine 
est exprimée comparativement à celle obtenue dans le milieu contrôle qui est fixé 
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3.3.2.3 DISCUSSION 
Nos résultats montrent que les mutations p.Asn412Ile, p.Gly430Arg, et p.Arg678Pro 
entrainent des modifications de l’adressage intracellulaire de la protéine, qui soutiennent le 
caractère pathogène des mutations. En effet les mutations p.Asn412Ile et p.Gly430Arg 
empêche l’expression normale de la protéine à la surface membranaire tandis que la 
mutation p.Arg678Pro empêche sa colocalisation avec la transferrine dans les vésicules 
d’endocytose. D’autre part nous voulions montrer les conséquences de ces mutations sur la 
fonction de capteur de statut en fer de TFR2 et leur impact sur la sécrétion d’hepcidine, 
cependant nous n’avons pas pu mettre au point un test fonctionnel pour évaluer cet effet. 
La première partie de ce travail consistait à mettre en évidence un lien de causalité entre les 
mutations du gène TFR2 observées chez les patients et leur phénotype.  En effet, la 
variabilité de la pénétrance et de l’expression du phénotype d’hepcidino-déficience, ainsi 
que la multiplicité des facteurs, innés et acquis, qui peuvent moduler l’expression de la 
surcharge en fer, font que la distinction entre une mutation pathologique et un simple 
polymorphisme, en dehors d’un contexte familial parlant, est souvent difficile. L’utilisation 
d’outils de prédiction bio-informatique permet d’estimer le caractère pathogène ou non 
d’une mutation, mais il reste le plus souvent un risque d’erreur non négligeable.  422. De la 
même façon, des situations de digénisme ne permettent parfois pas de conclusion définitive 
quant à l’effet d’un nouvelle mutation 339,360. La présence de mutation de gènes du 
métabolisme du fer à l’état hétérozygote, mais associée à une homozygotie pour une 
mutation connue comme pathogène d’un autre gène (HFE) a été proposée comme facteur 
modificateur pouvant pour une part expliquer la variabilité des tableaux présentés 242,340,372. 
L’existence de mutations hétérozygotes de deux gènes différents du métabolisme du fer ne 
permet le plus souvent pas de conclusion claire. Dans ce contexte, la confirmation du rôle 
pathogène de la mutation est indispensable avant de pouvoir conclure sur son implication 
dans le tableau clinique. 
 
L’étude de l’adressage intra cellulaire de la protéine mutée est donc une première étape 
dans l’étude de la responsabilité d’une mutation dans le tableau clinique présenté. En effet, 
il est vraisemblable qu’une mutation induisant une modification de la localisation de la 
protéine, l’empêche de jouer son rôle physiologique.  
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En ce qui concerne les mutations p.Asn412Ile et p.Gly430Arg, nos résultats montrent ainsi 
que les mutations ne permettent pas l’expression normale de TFR2 mutée à la membrane 
plasmique. Ceci peut-être du soit à un défaut de maturation de la protéine qui est alors 
retenue dans un compartiment intermédiaire, soit à une anomalie de sa stabilisation à la 
membrane. L’absence de localisation au niveau de l’endosome précoce et l’absence de 
colocalisation lors de l’endocytose de transferrine fluorescente plaident plutôt en faveur de 
l’absence d’expression complète à la membrane de ces protéines.  
 
Les résultats concernant la mutation p.Arg678Pro montrent qu’elle est exprimée de manière 
apparemment normale à la membrane mais que l’exposition des cellules à la transferrine 
fluorescente ne permettait pas d’observer, après endocytose, une colocalisation de TFR2 
mutée avec la transferrine, et ce contrairement à la protéine sauvage. Ceci suggère donc que 
la maturation et l’expression de la protéine TFR2 ne sont pas modifiées par la mutation 
tandis que son interaction avec la transferrine est altérée. La mutation située en position 
678 étant située dans un site RGD, qui correspondrait, par homologie avec TFR1, à un site 
critique d’interaction avec la transferrine420, il est possible qu’elle puisse altérer la relation 
des protéines TFR2 et transferrine. Pour confirmer cette interaction nous travaillons 
actuellement à la mise au point de conditions expérimentales permettant d’observer 
l’interaction de la transferrine fluorescente avec TFR2 à la membrane.  
 
L’étude de l’adressage intra cellulaire a donc permis pour ces mutations de supporter leur 
caractère pathogène potentiel. Nous disposons ainsi d’un test simple pour évaluer la 
causalité des mutations de TFR2 dans l’hémochromatose de type 3. Cependant ce test 
permet de mettre en évidence uniquement un défaut d’adressage. Il est nécessaire de 
développer un test fonctionnel qui permet de mettre en évidence l’altération de la fonction 
de la protéine dans la transduction du signal lié à TFR2 vers le promoteur de l’hepcidine. Un 
tel test permettrait de mettre en évidence une altération de fonction de TFR2, sans 
qu’aucune modification de l’adressage ne soit mise en évidence. La mise au point d’un test 
fonctionnel sur la sécrétion d’hepcidine est donc nécessaire.  
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Pour ce faire, l’hypothèse actuelle étant que TFR2 puisse participer à la médiation d’un signal 
lié au niveau de  saturation de la transferrine212, nous avons voulu établir un test fonctionnel 
visant à étudier la régulation de l’hepcidine sous l’effet de la transferrine pour pouvoir 
ensuite l’étudier dans des cellules exprimant les protéines mutées. 
Nous n’avons malheureusement pas réussi à mettre au point un tel test fonctionnel quelles 
que soient les conditions expérimentales que nous avons utilisées. En effet, bien que 
théoriquement le rôle de l’interaction TFR2-HFE soit évoqué comme modulateur de 
l’expression de l’hepcidine sous l’effet du niveau de saturation de la transferrine, nous 
n’avons pas réussi à obtenir des résultats clairs témoignant de l’impact direct de la 
transferrine sur les cellules humaines HepG2, d’origine hépatocytaire. Il est à souligner que 
des résultats contradictoires sont rapportés dans la littérature213,233,423,424 et que dans ce 
contexte notre seul résultat est une baisse de l’expression de l’hepcidine  après 6 heures 
d’exposition à la transferrine . 
Plusieurs équipes ont obtenu un effet inducteur de l’holotransferrine sur le niveau d’ARNm 
de l’hepcidine dans des modèles cellulaires (aucune donnée  n’a été publié au niveau 
protéique), chacune des équipes utilisant un modèle et/ou une méthodologie différente et 
parfois en l’absence de contrôle par l’apotransferrine208,213,424. 
Nemeth et al ont décrit initialement une diminution nette du niveau d’ARNm de l’hepcidine 
dans une culture primaire d’hépatocyte humain, en présence de sérum de veau fœtal, après 
un traitement par holotransferrine, en accord avec nos résultats obtenus à 6h, ou fer 
ammonium citrate 233. Cette même équipe décrivait plus tard, dans un modèle de 
d’hépatocyte de souris fraichement isolés, une augmentation de l’ARNm de l’hepcidine 
proportionnelle au niveau de saturation de la transferrine, et l’absence d’effet (inducteur ou 
inhibiteur) du fer ammonium citrate424. En dehors d’un délai de traitement précoce, les 
auteurs n’avançaient pas d’hypothèse pour expliquer cette différence de résultat entre les 
espèces. Ils confirmaient par ailleurs que cet effet n’était pas dû à une contamination de 
leurs réactifs par des endotoxines qui auraient pu provoquer une induction de l’hepcidine, 
en mettant en jeu la voie TLR et/ou la production d’IL-6 . D’autres équipes n’ont pas observé 
d’effet du fer ou de l’holotransferrine sur des hépatocytes de souris isolés 137,199.  
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A contre-courant de cette hypothèse d’un délai court impératif entre l’isolement des 
hépatocytes et le début de l’exposition à l’holotransferrine, une autre équipe décrivait une 
réponse des hépatocytes primaires de souris à un traitement par holotransferrine après 42h 
de sevrage en sérum de la culture cellulaire 208, avec un effet spécifique de l’holotransferrine 
et l’absence d’effet de l’apotransferrine. Cependant de manière surprenante, cette même 
équipe démontrait que la réponse à l’holotransferrine était similaire dans des hépatocytes 
de souris invalidées pour le gène HFE, ce qui est peu compatible avec les observations 
effectuée in vivo chez l’homme ou l’absence de réponse de l’hepcidine à un traitement par 
fer est bien démontrée 182. 
 
En parallèle, une autre équipe décrivait l’absence de réponse au traitement par 
l’holotransferrine, de la lignée cellulaire HepG2 425. Ces résultats étaient confirmés par une 
seconde équipe423. Cette dernière équipe suggérait que l’induction de l’expression 
d’hepcidine hépatocytaire par l’holotransferrine était indirecte et médiée par les 
macrophages devant une réponse significative de la transcription de l’hepcidine par les 
hépatocytes maintenus en présence de milieu de culture conditionné avec la lignée 
macrophagique THP1. Ultérieurement Gao et al ont suggéré qu’un défaut d’expression 
d’HFE dans la lignée HepG2 était à l’origine de l’absence de réponse213. Dans leur modèle, 
l’expression, par transfection stable, d’HFE dans les cellules HepG2  permettait ainsi 
d’obtenir la réponse « attendue » : une stimulation de l’expression de l’hepcidine par la 
transferrine. Il faut toutefois noter que la comparaison était faite entre l’absence de 
traitement et un traitement par l’holotransferrine, il n’y avait donc pas de cellules traitées 
par l’apotransferrine en contrôle. De  plus le traitement était fait en l’absence de sérum dans 
le milieu de culture, dont l’addition parallèle à l’holotransferrine a pourtant était décrite 
comme indispensable par d’autres équipes208 pour observer l’effet de la transferrine. 
 
Nous ne pouvons exclure que dans nos conditions d’hyperexpression d’HFE, la protéine ne 
soit pas fonctionnelle ou bien que ces partenaires obligatoires, dont la β2-microglobuline, ne 
soient en quantité suffisante pour assurer sa fonctionnalité. Le rôle de la voie ERK et des 
MAPkinases a été  évoqué dans la transduction du signal207,210. 
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La possibilité d’un défaut de réponse dans les lignées d’hépatome, en raison d’un défaut 
d’expression des gènes TFR2 ou HFE a été corroborée par la mise en évidence d’une réponse 
adaptée des hépatocytes humain fraichement isolé, et de la constatation d’une corrélation 
entre la réponse et le niveau d’expression des gènes 426. 
 
Cependant, plus récemment, une cinquième équipe n’arrivait pas à reproduire ces résultats 
dans la lignée HepG2 en sur-exprimant HFE ou TFR2 210. Il faut souligner que les interactions 
de TFR2 avec d’autres protéines impliquées dans la régulation de l’expression de l’hepcidine 
ont été étudiées, et que là encore des résultats contradictoires ont été obtenus216,217. 
En essayant de reproduire les résultats obtenus par ces équipes nous n’avons jamais réussi à 
observer d’effet inducteur de l’holotransferrine sur le niveau d’ARNm ou la production 
d’hepcidine. Le contraste entre la simplicité du modèle théorique « admis » et les 
contradictions des différentes publications dont les résultats sont discordants et parfois 
opposés, laisse penser qu’un ou plusieurs acteurs non encore identifié(s) jou(ent) un rôle 
crucial dans la modulation de l’hepcidine par TFR2 en fonction du statut en fer. Ainsi, et à 
contrario des éléments suggérés par les observations faites in vivo chez l’homme, il existe 
plus de donnée dans la littérature pour dire qu’il n’existe pas de réponse directe des 
hépatocytes au niveau de saturation de la transferrine, que l’inverse. 
En conclusion, les résultats obtenus montrent l’intérêt de l’étude de l’adressage cellulaire 
des protéines TFR2 pour l’étude de l’impact des mutations sur la protéine. Cependant, alors 
que l’idéal serait de disposer d’un test permettant d’apprécier l’impact de la protéine sur 
l’expression de l’hepcidine, nous n’avons, pour l’instant, pu définir un modèle satisfaisant, 
malgré des conditions expérimentales.  Sachant les résultats contradictoires publiés, cette 
constatation pose la question du rôle biologique précis de TFR2 et du mécanisme qui médie 
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4 DISCUSSION 
Le maintien de l’homéostasie du fer, nécessite une régulation précise faisant intervenir de 
nombreux acteurs. Leur identification progressive et la meilleure compréhension de leurs 
rôles respectifs permettent d’éclaircir les étapes du contrôle du métabolisme du fer. Cette 
compréhension au niveau moléculaire, trouve une application clinique directe avec une 
meilleure compréhension de pathologies retrouvées chez l’homme. Réciproquement, c’est la 
meilleure classification chez l’homme de pathologies liées au fer, qui a permis de franchir de 
nouvelles étapes dans la compréhension du métabolisme du fer. 
L’hepcidine joue un rôle central dans le métabolisme du fer. La perturbation de son 
métabolisme peut en cas d’hyperexpression (d’origine constitutionnelle ou acquise) 
entraîner une carence en fer et une anémie, tandis qu’un défaut d’expression conduit à une 
surcharge en fer. La forme clinique « classique » de patients ayant un défaut d’expression 
d’hepcidine fut caractérisée par l’étude du phénotype de l’hémochromatose de type 1 liée 
au gène HFE, qui a par la suite défini le phénotype d’hepcidino-déficience.  
Nos résultats ont permis dans un premier temps de répondre à la question du site principal 
de régulation du métabolisme systémique du fer dans l’organisme dans le cadre de 
l’hémochromatose HFE chez l’homme. En effet l’observation à long terme de la correction, 
par la transplantation hépatique, du niveau de sécrétion d’hepcidine et de l’absence de 
récidive d’anomalie du métabolisme du fer chez ces patients permet de conclure que c’est 
bien au niveau hépatique qu’a  lieu l’anomalie de régulation principale. 
La deuxième partie de notre travail a permis de préciser les conséquences cliniques et 
biologiques de mutations dans les gènes de la transferrine (TF), DMT1 (SLC11A2) et TFR2 
(TFR2). Ainsi, nous avons vu que la présence d’une saturation de la transferrine élevée, qui 
est le signe habituel principal du phénotype d’hepcidino-déficience, peut induire en erreur et 
nécessite une exploration fine des paramètres biochimiques du métabolisme du fer avant de 
conclure à une hepcidino-déficience. Par ailleurs, dans le cadre de l’hémochromatose de 
type 3 lié à TFR2, nos résultats montrent que l’expression de cette maladie est beaucoup 
plus variable qu’attendue. Ceci suggère soit, de façon similaire à l’hémochromatose lié à 
HFE, l’intervention d’autre facteurs génétiques ou acquis, soit l’existence d’un impact 
différentiel  sur la fonction de la protéine, en fonction des mutations rencontrées. 
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La troisième partie de notre travail cherchait à mettre au point des tests pour évaluer les 
conséquences au niveau moléculaire des mutations observées. Nous avons réussi à montrer 
des altérations de l’adressage de certaines protéines porteuses de mutations (DMT1 et 
TFR2) qui donnent des arguments en faveur du rôle pathogène des mutations. Cependant, 
pour étudier le retentissement de mutation de TFR2, nous n’avons pu mettre au point de 
test fonctionnel sur la sécrétion d’hepcidine. Les difficultés rencontrées pour reproduire la 
réponse à un signal fer, médié par l’holotransferrine, par la sécrétion d’hepcidine, peuvent 
être d’ordre méthodologique ou théorique. En effet les interactions de TFR2 à la membrane 
cellulaires restent controversées, et son mécanisme d’action pour la transduction du signal 
fer sur la sécrétion d’hepcidine n’est pas clairement établi. 
Nos résultats permettent ainsi d’apporter des réponses et d’ouvrir des perspectives dans la 
compréhension et le traitement des surcharges génétiques en fer, certaines questions 
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4.1 L’HEPATOCYTE: CLEF DE VOUTE DE L’HEMOCHROMATOSE HFE 
L’hémochromatose HFE est la forme la plus classique et la mieux décrite des surcharges en 
fer d’origine génétique. Décrite comme secondaire à une absorption digestive excessive, le 
tube digestif semblait être l’organe majeur incriminé. La découverte du gène HFE176 et 
l’étude de l’expression de la protéine HFE au niveau des cryptes duodénales ont initialement 
conforté cette hypothèse427. L’association chez les souris invalidées pour le gène HFE d’une 
augmentation de l’expression de DMT1 au niveau des entérocyte, et d’une hyperabsorption 
digestive, suggérait une régulation par HFE de l’absorption du fer428,429.  
La découverte de l’hepcidine et de son implication dans le métabolisme du fer95,96 a fait 
passer le foie, et les hépatocytes, du rôle de victime de la surcharge en fer à celui de 
coupable. La constatation d’une faible expression de l’hepcidine dans les modèles de souris 
invalidées pour le gène HFE183 a été rapidement retrouvée chez l’homme181. Et ce d’autant 
que la délétion spécifique au tube digestif d’HFE n’engendrait pas d’anomalies du 
métabolisme du fer187. 
4.1.1 UN ROLE POUR LES ENTEROCYTES DANS L’HEPC IDINO DEFICIENCE ? 
Pour autant, la place de certains acteurs au niveau digestif dans l’expression de 
l’hémochromatose HFE peut être discutée. En effet une régulation « autonome » existe au 
niveau des entérocytes. Cette régulation locale, constitue le classique « bloc muqueux » qui 
réduit l’absorption d’une dose orale de fer prise après une première dose de fer importante. 
Cette régulation repose sur une modification rapide de l’expression de gènes impliqués dans 
l’absorption du fer (DCTYB, DMT1, et SLC40A1) après une prise orale dans un modèle de 
rat430. Un effet symétrique a été démontré lors d’un traitement par chélateur dans un 
modèle cellulaire431. L’expression de ces gènes est aussi régulée par l’hypoxie à travers HIF-
2α432. La mise en évidence d’une nette diminution de la surcharge en fer aux niveaux 
hépatique et pancréatique, dans un modèle de souris invalidées pour le gène HAMP, lors de 
l’invalidation spécifique au niveau intestinal du gène codant pour HIF-2 α, suggère 
l’importance de ces facteurs dans la réponse « locale » à la dérégulation systémique du 
métabolisme du fer433. Ceci suggère donc que bien que le tube digestif ne soit pas à l’origine 
de la surcharge en fer, il puisse avoir un rôle dans la variabilité de l’expression de 
l’hémochromatose.   
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4.1.2 LE MACROPHAGE COMME PARTENAIRE DE L’HEPATOCYTE ? 
 
Un autre type cellulaire, présent aux niveaux intestinal et hépatique, est fortement impliqué 
dans le métabolisme du fer: le macrophage. Ce sont des cellules fortement impliquées dans 
la réponse inflammatoire et dans le métabolisme du fer par le recyclage des érythrocytes. La 
question de leur rôle dans la régulation de l’hepcidine a donc été posée. 
Le rôle des macrophages dans la régulation de l’hepcidine lors de la réponse inflammatoire 
n’est pas clairement établi. Une équipe suggérant que la réponse de l’hepcidine au LPS 
nécessite l’intervention des cellules de Küpffer 434, tandis qu’une autre équipe démontre, 
dans des conditions similaire, un résultat inverse435.  
Plus pertinente dans le cadre de l’hémochromatose HFE, la place des macrophages dans la 
régulation de l’hepcidine en réponse au statut en fer est elle aussi sujette à controverse. Un 
modèle de souris chimérique, invalidée pour le gène HFE, traitée par greffe de moelle 
osseuse de souris sauvage, présentait une augmentation de l’expression d’hepcidine au 
niveau hépatique et une diminution de la surcharge en fer. Cependant, des souris sauvages 
ayant une greffe de moelle osseuse de souris invalidée pour HFE ne présentaient pas de 
surcharge en fer436. 
Ces résultats étaient retrouvés par des travaux in vitro cherchant à étudier la réponse de la 
lignée HepG2 à un traitement par holotransferrine. En présence de milieu conditionné de 
lignée macrophagique THP-1, il existait une réponse au traitement par holotransferrine, qui 
n’était pas présente lors du traitement de la lignée HepG2 avec un milieu classique423. 
Cependant d’autres expérimentations in vivo ne retrouvait pas d’influence des macrophages, 
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La mise en évidence du rôle majeur de BMP6 dans la régulation de la sécrétion 
d’hepcidine132,134 pourrait donner un éclairage nouveau sur le rôle des macrophages. BMP6, 
par la voie de régulation BMP/SMAD, est impliquée dans la régulation à long terme de la 
sécrétion d’hepcidine en fonction du stock en fer135. 
Dans un modèle de souris invalidée pour le gène HFE, il a été démontré qu’en dépit d’une 
augmentation adaptée de la transcription de BMP6, la voie BMP/SMAD n’était pas activée, 
suggérant un rôle d’HFE dans cette voie de signalisation218. 
Dans un contexte de surcharge en fer il existe une augmentation au niveau hépatique, en 
particulier hépatocytaire,  de l’expression de BMP6138. Cependant, dans un modèle de souris 
surchargée en fer par voir orale, il a été récemment suggéré que le type cellulaire 
responsable de cette augmentation de l’expression de BMP6 soit les cellules non 
parenchymateuses (dont les cellules de Küpffer) plutôt que les hépatocytes437. 
Ce rôle des macrophages hépatiques est important à souligner dans le contexte de la 
transplantation hépatique de l’hémochromatose HFE. En effet, il est maintenant bien établi 
qu’il existe lors de la transplantation hépatique un certain niveau de chimérisme des cellules 
non parenchymateuses438,439. Ainsi l’observation de la correction à long terme de la 
sécrétion d’hepcidine peut aussi avoir été, plus ou moins, impactée par la « transplantation » 
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4.1.3 DES PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES 
Nos résultats contribuent à deux perspectives thérapeutiques plus ou moins futuristes. 
La constatation de l’absence de récidive de la surcharge en fer à long terme lors de la 
normalisation de la sécrétion d’hepcidine, confirme l’idée théorique que l’hepcidine est 
l’effecteur capable de maintenir un métabolisme du fer normal chez un patient porteur 
d’une hémochromatose HFE. On peut donc imaginer que le développement en cours 
d’hepcidine synthétique à visé thérapeutique109,440, aboutisse à la mise au point d’une autre 
option de traitement d’entretien  chez ces patients, qui serait moins contraignant pour la 
mobilisation du fer . 
Cependant la simplicité et le faible coût du traitement par saignées, nécessiteraient pour 
que ces traitements aient une place deux éléments : soit un très faible cout de traitement et 
une galénique adapté, soit la démonstration d’un bénéfice à long terme de la 
supplémentation en hepcidine par rapport aux saignées.  
Par ailleurs l’observation de cette correction à long terme de la maladie, par la « simple » 
correction du gène HFE au niveau des hépatocytes, permet de faire un parallèle avec la 
démonstration récente de la possibilité de corriger une mutation ponctuelle, dans une lignée 
de cellule pluripotente induite. 
En utilisant cette méthode sur des cellules humaines présentant un déficit en α1-
antitrypsine par mutation ponctuelle du gène A1AT, la différenciation ultérieure en 
hépatocyte, a permis d’obtenir une sécrétion d’ α1-antitrypsine humaine dans le foie de 
rat441. 
Dans une perspective à long terme nous pourrions donc imaginer la correction in vitro de la 
mutation du gène HFE, suivi d’une greffe autologue d’hépatocytes, permettant de traiter de 
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4.2 L’HEPCIDINO-DEFICIENCE : UN TRAIT GENETIQUE COMPLEXE ? 
Cette question souligne la problématique de la définition de l’hepcidino-déficience. 
Comment s’explique la forte variabilité de la pénétrance de l’hémochromatose ? A partir de 
quel niveau de surcharge en fer existe-t-il une hémochromatose ? Un patient porteur de 
mutations ne présentant pas d’anomalie du métabolisme du fer doit-il être considéré 
comme ayant une hémochromatose ? 
La découverte du gène HFE et d’autres gènes du métabolisme du fer, ont conforté l’idée que 
l’hepcidino-déficience est une maladie entrant dans le cadre de l’hérédité mendélienne 
classique dite monogénique de transmission récessive ou dominante. Cette hérédité est 
classiquement opposée à l’hérédité complexe / multifactorielle, qui fait intervenir 
l’association de plusieurs facteurs génétiques et environnementaux pour développer une 
pathologie. Il existe alors des interactions gène-gène, gène-environnement et une notion de 
susceptibilité ou seuil de développement de la pathologie. 
4.2.1 UNE PATHOLOGIE OLIGOGENIQUE 
Cependant, depuis la découverte du gène HFE et de la mutation p.Cys282Tyr, il a clairement 
été démontré que la pénétrance de l’hémochromatose de type 1 est faible, que ce soit sur le 
plan biologique321,335 ou de l’apparition de manifestations cliniques442. Par ailleurs, la forte 
fréquence de la mutation p.Cys282Tyr à l’état hétérozygote dans la population pourrait faire 
suggérer qu’il s’agit d’un simple polymorphisme. 
Parallèlement à la mutation p.Cys282YTyr du gène HFE, d’autres mutations du même gène, 
ont été mise en évidence posant la question de leur impact sur le métabolisme du fer. Ainsi 
la mutation p.His63Asp, a été décrite, à l’état homozygote ou en association avec la 
mutation p.Cys282YTyr, comme induisant une susceptibilité au développement d’une 
surcharge en fer modérée dans certaines conditions environnementales343. De façon 
similaire, il a été suggéré que la mutation p.Ser65Cys puisse jouer un rôle dans l’expression 
d’une surcharge en fer344. 
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La présence de cofacteurs génétiques a été intensément explorée dans le cadre de l’étude 
de la pénétrance de l’hémochromatose de type 1. La notion de digénisme est ainsi apparue 
comme importante dans les cas de patients exprimant particulièrement fortement leur 
maladie. Ce digénisme peut être lié à la présence de mutation dans le gène de 
l’hepcidine242,339, de l’hémojuvéline 340, du récepteur 2 de la transferrine372, ou de la 
matriptase 2163. Ainsi il existerait un impact significatif d’une interaction gène-gène dans 
l’expression de l’hémochromatose.  
La question de la pénétrance de la situation miroir représenté par les surcharges en fer 
génétiques rares (hémochromatoses de type 2 et 3) mérite aussi d’être posée. En effet, le 
nombre très réduit de patients concerné par ces anomalies et la rareté des mutations, 
rendent les études complexes. Cependant, s’il semble que la pénétrance soit complète, nos 
résultats sur l’expression de l’hémochromatose de type 3 montrent une variabilité 
importante dans l’expression de la maladie avec une atteinte pouvant être particulièrement 
précoce. Des constatations similaires dans l’hémochromatose de type 2A (HJV) vont dans le 
sens opposé avec des atteintes découvertes tardivement354  
Il peut donc être suggéré que l’hepcidino-déficience induite par une, ou plusieurs, 
mutation(s) dans un, ou plusieurs, gène(s) impliqué(s) dans le métabolisme du fer est un 
continuum avec une expression proportionnelle à la sévérité de l’atteinte de la régulation du 
métabolisme du fer. De plus, il a clairement été démontré, que ce continuum est influencé 
par son interaction avec l’environnement303,332,343. L’hepcidino-déficience de 
l’hémochromatose présente donc un certain nombre de caractéristiques d’un trait 
génétique complexe. Cependant, à l’heure actuelle un nombre de gènes limité étant 
impliqués, on parle de maladie oligogénique. 
Nos résultats concernant les potentielles conséquences de mutations dans le gène de la 
transferrine suggèrent que d’autres gènes, que ceux directement impliqués dans la 
régulation de l’hepcidine, peuvent induire une susceptibilité supplémentaire. Ainsi, il est 
indispensable de prendre en considération d’autres variables biologiques dans l’évaluation 
du métabolisme du fer. 
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4.2.2 UN TRAIT GENETIQUE DIFFICILE A CARACTERISER 
Le défi à l’heure actuel pour mieux appréhender les mécanismes sous-jacent est l’impérieuse 
nécessité de mieux caractériser l’hepcidino-déficience. En effet les définitions cliniques ou 
basée sur le niveau de surcharge en fer (estimé par la ferritine ou le nombre de grammes de 
fer soustraits), sont soumises à de nombreux facteurs environnementaux qui rendent 
difficile l’intégration des données génétiques. Ainsi, certains résultats obtenus dans une 
population ne vont pas être reproduits dans d’autre336,337. 
De plus comme le montrent nos résultats concernant les mutations dans les gènes codant 
pour la transferrine et DMT1, certains des stigmates d’hepcidino-déficience peuvent être 
présents dans un contexte de surcharge en fer génétique, sans pour autant que la régulation 
de l’hepcidine soit altérée. 
La possibilité d’établir un critère diagnostique quantifiable continu serait une aide précieuse 
dans cet objectif. Le dosage sérique de l’hepcidine portait beaucoup d’espoir dans cette 
optique, mais, de la même manière que l’insuline dans le diabète, il est peu probable que sa 
simple détermination soit réellement informative443. Cependant, nos résultats sur l’évolution 
du taux d’hepcidine et du ratio hepcidine/ferritine, avant et après transplantation 
hépatique, suggèrent que l’information donnée par ce dosage puisse être pertinente. Dans 
le diabète, l’insulino-résistance est régulièrement évaluée par l’utilisation de l’index HOMA 
qui repose sur un ratio entre l’insuline et la glycémie à jeun, permettant (entre autre) 
l’exploration des causes génétiques444. 
Afin de tenter d’améliorer cette définition, le centre de référence des surcharges en fer rares 
d’origine génétique mène actuellement un protocole prospectif national. Le but de ce travail 
est de colliger les nouveaux cas de ces patients rares, pour les caractériser aux plans clinico-
biologique par l’obtention de sérum avant traitement, et génétique par le séquençage de 
l’ensemble des gènes impliqués dans le métabolisme du fer. L’intégration de ces résultats 
permettra de déterminer de meilleurs outils d’évaluation de l’hepcidino-déficience. 
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4.3 TFR2 : CAPTEUR DU NIVEAU DE SATURATION DE LA TRANSFERRINE ? 
Dans l’hypothèse de la mise au point d’une meilleure méthodologie diagnostique de 
l’hepcidino-déficience, la possibilité de vérifier in vitro la causalité des mutations est 
indispensable. En effet, pour des phénotypes intermédiaires moins ou peu sévères, ou la 
présence de digénisme, ou encore en présence de cofacteurs, la causalité des mutations 
associées pourra être difficile à établir. 
Par ailleurs, l’amélioration et la plus grande disponibilité des techniques de séquençage à 
haut-débit vont, en générant de grandes quantités d’informations, mettre en évidence de 
nombreuses mutations ou polymorphismes qui, outre un travail massif de traitement 
informatique et statistique des données, vont nécessiter in fine une validation in vitro de 
leurs éventuelles conséquences. 
S’il existe pour certains gènes des modèles in vitro permettant de bien caractériser les 
conséquences des mutations64, il n’existe à ce jour pas de modèle de validation in vitro des 
mutations du gène de TFR2.  
Nos résultats montrent bien que nous avons réussi à mettre en évidence des modifications 
d’adressage induites par certaines des mutations que nous avons mis en évidence chez nos 
patients. Cependant, si cette méthode permet de caractériser une partie des mutations, les 
mutations altérant uniquement la fonctionnalité de TFR2 ne seront pas confirmées.  
Cette difficulté de mise au point d’un test fonctionnel sur la sécrétion d’hepcidine, est à 
mettre en parallèle avec les nombreuses contradictions et interrogations qui entourent les 
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4.3.1 LA TRANSFERRINE, LIGAND DE TFR2 
En raison de son homologie avec le récepteur 1 de la transferrine189, la transferrine a 
rapidement été désignée comme le ligand de TFR2, et leurs interactions étudiées dans 
différentes optiques. 
Dans un modèle de surexpression dans une lignée cellulaire dénuée d’expression endogène 
de TFR2 ou TFR1, Kawabata et al. ont démontré une fixation de l’holotransferrine sur TFR2 
avec une affinité plus faible que pour TFR1445. Cette interaction nécessitait une 
concentration 30 fois supérieure que pour TFR1 pour arriver à saturation. Il n’existait une 
interaction avec l’apotransferrine que pour des pH acides. Cette affinité plus faible pour 
l’holotransferrine a été confirmée par d’autres équipes, en utilisant cependant 
systématiquement des modèles de surexpression dans une lignée n’exprimant pas TFR2 de 
manière endogène192,193.  
La confirmation du rôle de l’holotransferrine dans le métabolisme de TFR2 est aussi venue 
de l’observation d’un impact direct de l’holostransferrine sur la régulation de TFR2 par une 
stabilisation de la protéine à la membrane202,203, augmentant ainsi sa durée de vie en 
modifiant son adressage intracellulaire204,205. 
Ces résultats confirment donc que l’holotransferrine est bien le ligand du récepteur 2 de la 
transferrine. Cependant, il faut noter que les valeurs de saturation obtenue in vitro sont de 
l’ordre du nanomolaire, tandis que les variations in vivo sont de l’ordre du micromolaire. 
Ainsi théoriquement, la saturation du récepteur serait permanente. Cependant, ces résultats 
ayant été obtenus dans des modèles de surexpression de TFR2 isolée, il est possible que 
l’affinité de TFR2 pour l’holotransferrine soit modifiée par la présence de partenaires dans 
une plateforme de signalisation à la membrane216. Dans cette optique il est intéressant de 
noter que la stabilisation de TFR2 par l’holotransferrine à la membrane n’a pas lieu en 
dehors de lignées hépatiques, soulignant le rôle d’un cofacteur dans cette interaction202. 
La compréhension du rôle de l’interaction entre TFR2 et la transferrine passe donc par une 
meilleure connaissance de ces partenaires. 
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4.3.2 HFE PARTENAIRE DE TFR2 ?  
Il a été montré qu’il existait une compétition entre la fixation d’holotransferrine et HFE à 
TFR1446, et que HFE modulait l’affinité de TFR1 pour la transferrine447. De façon similaire 
l’influence d’HFE sur l’affinité de TFR2 pour l’holotransferrine a été suggérée448. Ainsi, il a été 
proposé, qu’en présence d’holotransferrine, HFE soit libéré de TFR1 pour interagir avec 
TFR2, augmentant ainsi son affinité pour l’holotransferrine, lui permettant alors la 
transduction du signal fer. Cependant, comme nous l’avons discuté précédemment, les 
expérimentations in vitro pour reproduire l’effet de l’holotransferrine sont particulièrement 
contradictoires. 
La détermination des interactions de TFR2 avec d’autres protéines situées à la membrane 
plasmique reste controversée. La réalité de l’interaction entre HFE et TFR2 n’est pas établie, 
et la réalisation des expérimentations en conditions de surexpression peuvent introduire un 
biais216,217. L’étude in vivo chez des souris exprimant une protéine HFE marquée n’a pas 
permis de mettre en évidence d’interaction avec TFR2215. 
Deux autres éléments in vivo plaident pour une indépendance relative de TFR2 par rapport à 
HFE. Si les modèles de souris invalidées pour TFR2 ou HFE présentent tous deux une 
surcharge en fer, l’invalidation des deux entraîne une surcharge encore plus importante209. 
Ceci plaide donc pour une régulation par des voies parallèles et plus ou moins 
complémentaires, plutôt qu’une voie unique sensible à l’holotransferrine. Par ailleurs, la 
surexpression hépatique in vivo du gène HFE induit une stimulation de l’hepcidine qui est 
indépendante de TFR2215. Suggérant qu’HFE est capable de moduler de manière autonome 
la sécrétion d’hepcidine lorsqu’elle n’est pas associée à TFR1449. 
Si la question de leur interaction directe à la membrane reste ouverte, il semble cependant 
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4.3.3 HFE ET TFR2: DES MODULATEURS DE LA VOIE BMP/SMAD ? 
 
L’implication d’HFE dans la voie de signalisation de BMP6/SMAD a été mise en évidence 
devant le faible niveau de phosphorylation de SMAD 1/5/8 en dépit d’un niveau élevé 
d’expression de BMP6 dans un modèle de souris invalidées pour le gène HFE218. Ces résultats 
ont été confirmés chez la souris par une autre équipe219, et observés in vivo chez l’homme 
dans des biopsies hépatiques de patients porteurs d’une hémochromatose HFE450. 
L’étude de modèle de souris invalidées pour le gène HFE et/ou TFR2, a confirmé une 
diminution de la phosphorylation de SMAD 1/5/8 qui était encore plus importante lors de 
l’invalidation des deux gènes209,214. De plus, il a été mis en évidence une diminution de 
l’activation de la voie MAPK/ERK qui avait été retrouvée in vitro par plusieurs 
équipes207,208,210. 
Un travail récent cherchant à identifier in vivo les voies de signalisation activées dans des 
conditions de surcharge en fer aiguë ou chronique, ne retrouvait pas de participation de la 
voie MAPK/ERK451. Lors d’une surcharge aiguë, se traduisant par une augmentation de la 
saturation de la transferrine sérique à 4H et 8H, il existait une augmentation de la 
phosphorylation de SMAD 1/5/8, en l’absence d’augmentation de l’expression de BMP6451. 
L’holotransferrine étant le ligand de TFR2 ces résultats suggèrent que TFR2 stimulerait la 
sécrétion d’hepcidine en agissant sur la voie de signalisation des BMP/SMAD en aval de 
BMP6. 
HFE et TFR2 pourraient donc être des modulateurs nécessaires, agissant par interaction 
directe entre eux ou non, de la voie de signalisation BMP/SMAD.  Des résultats suggèrent 
qu’HFE est capable d’induire la sécrétion d’hepcidine en dehors de toute stimulation et 
indépendamment de TFR2215. L’hyperexpression de TFR2 au niveau hépatique dans un 
modèle de souris n’induisait aucune modification de l’expression de l’hepcidine452, ce qui 
suggère que l’interaction de l’holotransferrine avec TFR2 joue bien un rôle dans la 
signalisation autre que la simple stabilisation de la protéine à la membrane. 
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Si la question de l’interaction HFE-TFR2 reste posée, le rôle de l’holotransferrine dans la voie 
de signalisation BMP/SMAD par TFR2 semble corroboré par l’ensemble des résultats obtenus 
in vivo209,452.  
L’échec de la reproduction de cette stimulation in vitro pose la question de la nature des 
cofacteurs potentiels intervenant dans l’interaction TFR2-holotransferrine. Nos tentatives 
d’utilisation de sérum humain en addition d’holotransferrine, ou l’utilisation de sérum 
humain saturé in vitro, ne sont pas en faveur d’un facteur circulant. Le rôle d’un cofacteur 
membranaire ou intracellulaire, absent dans les lignées cellulaires utilisées, pourrait se faire 
en modifiant l’affinité de TFR2 pour l’holotransferrine, ou en jouant un rôle dans la 
transduction du signal par TFR2. L’identification de ce(s) cofacteur(s) est un prérequis à la 
mise en place d’un test fonctionnel permettant d’évaluer les conséquences de mutations 
observées chez l’homme. 
 
5 CONCLUSION 
En conclusion, notre travail a permis de confirmer chez l’homme que la sécrétion 
d’hepcidine par le foie, joue un rôle central dans l’hémochromatose de type 1 liée à HFE.  
Nous avons par ailleurs renforcé l’idée que le phénotype d’hepcidino-déficience qui 
caractérise les hémochromatoses de type 1, 2 et 3, est un continuum donnant une 
expression variable en fonction de facteurs, acquis et innés, non entièrement élucidés. Nous 
avons par ailleurs souligné que le phénotype d’hepcidino-déficience est difficile à définir et 
que des outils biologiques doivent être mis au point pour tenter d’appréhender, en pratique 
clinique, le degré d’altération de la régulation de la sécrétion d’hepcidine. La concrétisation 
d’un travail national prospectif menée par le centre de référence des surcharges en fer rares 
devrait aider à caractériser plus avant le phénotype d’hepcidino-déficience en dehors de 
l’hémochromatose HFE. 
Enfin nous avons partiellement réussi à caractériser les conséquences au niveau moléculaire 
de mutation du gène TFR2, sans toutefois arriver à mettre au point de test fonctionnels sur 
la sécrétion d’hepcidine. La mise au point d’un tel test, nécessite la caractérisation du ou des 
cofacteurs intervenant dans l’interaction TFR2-holotransferrine. 
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